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A doença de Alzheimer é uma doença multifatorial, progressiva e neurodegenerativa 
caracterizada por alterações nas funções congitivas de aprendizado e memória, bem como por 
alterações comportamentais. Os inibidores da enzima acetilcolinesterase constituem o principal 
tratamento da doença. Espécies vegetais são excelentes fontes de substâncias naturais com 
potencial anticolinesterásico e os alcaloides, como a galantamina e huperzina A, se destacam 
como a principal classe de inibidores. O objetivo dessa dissertação de mestrado foi contribuir 
com a busca de novas substâncias naturais com potencial anticolinesterásico. Os extratos 
fluidos, frações e substâncias isoladas foram avaliadas utilizando a associação dos ensaios em 
CCD (método de Rhee) e microplaca (método de Ellman modificado por Rhee) com o reagente 
de Ellman e o ensaio em CCD com o sal Fast Blue B (método de Marston). Dezenove extratos 
simples de diferentes espécies foram avaliados pelos ensaios em CCD e somente duas não 
apresentaram atividade inibitória nas concentrações testadas. As frações DCM, n-butanol e 
aquosa da espécie Rauvolfia sellowii foram as frações mais ativas enquanto que para a espécie 
Himatanthus lancifolius foram as frações DCM e EtOAc. Na fração rica em alcaloides da espécie 
H. lancifolius foi possível ainda relacionar a atividade encontrada com a atividade do seu 
principal alcaloide uleína uma vez que apresentaram o mesmo valor de Rf para as manchas de 
inibição. A uleína apresentou um valor de IC50 de 0,45 µM, valor este que se encontra dentro do 
intervalo de valores de IC50 encontrado na literatura para a galantamina (0,39 a 1,5 µM). Além 
disso, este trabalho apresenta o desenvolvimento e otimização de um ensaio para a 
determinação da atividade anticolinesterásica utilizando a enzima imobilizada em um suporte 
de sílica epoxidada dentro de uma coluna cromatográfica acoplada ao equipamento de CLAE. 
 
Palavras chave: anticolinesterásicos, AChE, Apocynaceae, Himatanthus lancifolius, uleína, 







Alzheimer's disease is a multifactorial, progressive neurodegenerative disorder characterized by 
changes in cognitive functions like learning and memory, as well as behavioural changes. 
Acetylcholinesterase inhibitors are the disease primary treatment. Plant species are excellent 
sources of natural substances with potential anticholinesterase activity and alkaloids, such as 
galantamine and huperzine A, stand out as the major class of inhibitors. The aim of this 
dissertation was to contribute with the search for new natural substances with potential 
anticholinesterase activity. The fluid extracts, fractions and isolated compounds were evaluated 
using a combination of assays in TLC (Rhee's method) and microplate (Ellman's method 
modified by Rhee) with Ellman's reagent and the assay in TLC with Fast Blue B salt (Marston´s 
method). Nineteen simple extracts from different species were evaluated using the TLC assays 
and only two didn’t show inhibitory activity at the concentrations tested. The DCM, n-butanol 
and aqueous fractions from Rauvolfia sellowii were the most active fractions while the DCM 
and EtOAc were the most active for the Himatanthus lancifolius. In the alkaloid rich fraction of 
the H. lancifolius species was possible to relate the activity found with the activity of its main 
alkaloid uleine once they showed the same Rf values for the inhibition spots. Uleine presented 
an IC50 value of 0.45 µM, within the range of IC50 values found in literature for galantamine 
(0.39 to 1.5 µM). Furthermore, this work presents the development and optimization of an 
assay for the determination of the acetylcholinesterase activity using the enzyme ACHE 
immobilized on a silica-epoxy support in a chromatography column coupled to the HPLC 
equipment. 
 







A população mundial está cada vez mais idosa e doenças relacionadas à idade 
prevalecem sem cura ou tratamento eficaz tornando-se problemas de saúde pública mundial. 
Em quase todos os países, a proporção de pessoas acima de 60 anos está crescendo mais 
rapidamente do que qualquer outro grupo etário, resultado da baixa taxa de fecundidade e 
aumento da expectativa de vida. Estima-se que o número de pessoas acima de 65 anos atinja os 
72 milhões por volta do ano 2030 somente nos Estados Unidos da América (NIA, 2009). No 
Brasil, segundo a Projeção da População por Sexo e Idade 1980-2050 (IBGE, 2008) a expectativa 
de vida média do brasileiro alcançará os 78,2 anos para os homens e 84,5 anos para as 
mulheres em 2050 enquanto que a taxa de fecundidade chegará aos 0,24% no mesmo ano. 
Espera-se que a população brasileira atinja o chamado “crescimento zero” por volta de 2039, 
apresentado, a partir daí taxas negativas de crescimento.  
A doença de Alzheimer é a causa mais comum de demência em pessoas acima de 65 
anos afetando cerca de 10% das pessoas acima desta faixa etária e 50% das pessoas acima de 
85 anos (Orhan et al., 2006; Racchi et al., 2004; Reichman, 2003; Viegas et al., 2005). É 
esperado um aumento ainda maior do número de pacientes com a doença com a melhoria da 
expectativa de vida e conseqüente aumento do número da população idosa. Segundo a 
Organização Mundial de Saúde (WHO, 2001), estima-se que 34 milhões irão apresentar algum 
sintoma da doença de Alzheimer em 2025 o que a torna um dos problemas de saúde pública 
mais alarmante nesse século (Reichman, 2003; Viegas et al., 2005). 
 
Doença de Alzheimer 
 
 A Doença de Alzheimer (DA) foi descrita primeiramente pelo médico patologista alemão 
Aloïs Alzheimer em 1907. É uma doença mental complexa, multifatorial, heterogênea e 
irreversível relacionada à idade caracterizada pela perda gradual de memória, alterações no 
comportamento e na personalidade e também pelo declínio das habilidades intelectuais 
(Anekonda & Reddy, 2005; Viegas et al., 2005). 
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Alterações no comportamento como apatia, agitação e psicose são também sintomas 
clínicos relevantes e, juntamente com as alterações cognitivas, definem a DA clinicamente 
(Reichman, 2003). A intensidade dos sintomas pode variar de paciente para paciente 
(Anekonda & Reddy, 2005; Viegas et al., 2005). Pacientes com Alzheimer podem viver 8 a 10 
anos antes de apresentarem os primeiros sintomas clínicos podendo a doença durar até 20 
anos. As regiões cerebrais associadas com as funções mentais superiores, particularmente o 
neuro-córtex e hipocampo são as mais afetadas pelas mudanças bioquímicas associadas a DA 
(Reichman, 2003; Viegas et al., 2005). 
 Três estágios da doença foram descritos (Pallas & Camins, 2006): 
1º Estágio: A DA sempre começa pelo ataque dos neurônios do sistema límbico, 
particularmente aqueles localizados no hipocampo que correspondem no cérebro pela zona da 
memória. Entretanto, somente os neurônios colinérgicos são afetados, como se a doença 
escolhesse somente os neurônios da memória. Neste estágio o hipocampo perde 
aproximadamente 25% de seu volume. Como os neurônios dessa zona, que são responsáveis 
pelo elo entre e memória de curto prazo e a memória de longo prazo, estão danificados, as 
pessoas no estágio prematuro doença apresentam leves declínios na capacidade de 
memorização. Além disso, podem apresentar sinais menores de esquecimento relacionados, 
por exemplo, a nomes ou eventos recentes. Pessoas afetadas também irão apresentar 
dificuldades menores de comunicação e na aquisição de novas informações. O estágio 
prematuro dura geralmente dois a quatro anos. 
2º Estágio: O estágio intermediário é o mais longo, podendo durar de dois a dez anos. A 
doença continua a devastar principalmente o sistema límbico e o hipocampo continua a perder 
neurônios, bem como várias outras zonas do sistema límbico ficam danificadas. As pessoas 
perdem a memória de curto prazo e conseqüentemente apresentam dificuldade para 
comunicar-se. Posteriormente, ocorre um declínio nos níveis da acetilcolina de certos 
neurônios, dentre estes estão aqueles localizados no telencéfalo ventral, os quais em condições 
normais estão envolvidos no armazenamento de informações da memória de longo prazo. A 
pessoa, portanto, não consegue relembrar nenhuma informação nova. Durante esse estágio, a 
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pessoa também apresenta mudanças de personalidade, confusão, raiva, tristeza, falta de 
orientação e concentração. 
3º Estágio: Quando a doença ocupa uma grande parte do sistema límbico, incluindo 90% 
do hipocampo. Durante o estágio avançado da doença, quase nenhuma recuperação de 
informação é possível devido ao dano no sistema límbico. Neste ponto, a doença ataca os 
neurônios colinérgicos em todo o córtex cerebral destruindo assim, as memórias ali 
armazenadas. A pessoa esquece seu passado, amigos e família. Além disso, perde a memória 
ocasional e perde totalmente a capacidade de se comunicar e trabalhar. Esta fase dura de um a 
três anos em média e termina com a morte do paciente. 
 
Principais alterações cerebrais no cérebro com a DA 
 
As três principais alterações que acometem o cérebro de pessoas com a DA são (Kim et 
al., 2010; Selkoe, 2004a): 
 
1. Placas amiloides 
 
São encontradas nos espaços entre os neurônios e consistem principalmente de 
depósitos extracelulares de fragmentos insolúveis em placas senis do fragmento de proteína 
chamada de β-amiloide, de outras proteínas, de remanescentes de neurônios, dendritos e 
axônios em degeneração, de glia e outros materiais celulares. O peptídeo β-amiloide se 
deposita em placas que causam destruição de neurônios por criar processos inflamatórios 
crônicos nas regiões afetadas, interferir com a regulação de cálcio, essencial para a condução 
dos estímulos nervosos, e aumentar a produção de radicais livres, tóxicos para as células 
nervosas. 
 
2. Emaranhados neurofibrilares 
 
Encontrados dentro dos neurônios, os emaranhados neurofibrilares são agregados 
anormais da proteína associada à microtúbulo (tau). Em neurônios saudáveis, os microtúbulos 
formam estruturas como trilhos de trem que servem para guiar os nutrientes e outras 
19 
 
moléculas do corpo da célula até o fim do axônio. A proteína denominada tau, maior 
componente destes emaranhados, apresenta sua estrutura quimicamente modificada em 
pacientes com a DA. A tau que normalmente tem certo número de grupamentos fosfato ligados 
a ela, liga-se ao microtúbulo estabilizando-o. Em pessoas com a DA, ocorre uma fosforilação 
anormal da tau que acaba se desligando do microtúbulo, aglutinando-se juntamente com 
outros fragmentos da tau formando os emaranhados neurofibrilares. Quando isto acontece, os 
microtúbulos se desintegram e o sistema de transporte neuronal sofre um colapso. 
 
3. Perda das conexões celulares e morte celular 
 
Esta característica da DA resulta provavelmente do acúmulo anormal do peptídeo β-
amiloide e dos emaranhados neurofibrilares. Quando ocorre a perda de conexão entre os 
neurônios, eles não conseguem funcionar normalmente e eventualmente morrem. Como a 
morte dos neurônios acontece em todo o cérebro, as regiões afetadas começam a diminuir em 
um processo denominado atrofia cerebral. Na fase final da doença o dano é generalizado e o 
tecido cerebral se encontra significativamente diminuído. 
A figura (1) ilustra os principais eventos relacionados com o desenvolvimento do 




Figura 1. Modelo de eventos chaves relacionados com a patologia da DA baseado nas evidências disponíveis. As 
moléculas de APP (proteína precursora amiloide) presentes no plasma (b) e em vesículas intracelulares como os 
endossomos (a), são quebradas pela β-secretase (BACE) e pelo complexo prenselina-γ-secretase (PS - γ) para 
liberar a região de peptídeo β-amiloide (Aβ). Uma porção de Aβ pode sofrer oligomerização, inicialmente dentro 
das vesículas (c), e depois ser liberado no liquido intersticial cerebral (d), da onde os oligômeros solúveis podem se 
difundir para as fendas sinápticas e interferir com as funções sinápticas de maneira ainda desconhecida (e). Os 
oligômeros de Aβ podem ainda se polimerizar em fibras amiloides insolúveis as quais se agregam em placas 
esféricas, prejudicando estruturalmente e funcionalmente os axônios e dendritos adjacentes (f). A ativação de 
quinases no citoplasma dos neurônios acompanha este efeito e leva a hiperfosforilação da proteína associada à 
microtúbulo (tau) e sua subseqüente polimerização em filamentos insolúveis que se agregam na forma de 
emaranhados neurofibrilares (g). Células da microglia ativadas e astrócitos reativos ao redor das placas participam 





Características neuropatológicas da doença de Alzheimer 
 
Existem várias alterações neuropatológicas presentes na doença de Alzheimer. Dentre 
elas podemos destacar o depósito de agregados de proteínas, denominado de placas amiloides, 
distribuídas em diversas regiões do sistema nervoso central envolvido com o aprendizado e 
memória. Os depósitos conhecidos como placas amiloides são formados pela deposição 
progressiva do peptídeo β-amiloide (Aβ) em placas senis extracelulares. No cérebro saudável, 
esses fragmentos de proteínas são quebrados e eliminados. Entretanto, na DA, esses 
fragmentos se acumulam formando placas duras e insolúveis. Evidências sugerem que o 
acúmulo do Aβ é fundamental para a fisiopatologia da doença e parece ser o gatilho para todo 
processo neurogenerativo. O Aβ é constituído por 40 ou 42 aminoácidos e deriva da quebra 
proteolítica de uma proteína integral de membrana denominada proteína precursora amiloide 
(APP). A APP é quebrada enzimaticamente por três diferentes formas de proteases 
denominadas α-, β- e γ- secretase. As secretases são um grupo heterogêneo de proteases 
localizadas em várias regiões na célula. A ordem que essas proteases quebram a APP determina 
se o peptídeo β-amiloide será ou não formado. A quebra da APP pela α-secretase produz 
fragmentos que atuam como substratos para a γ-secretase, mas o processamento desses 
fragmentos pela γ-secretase não leva a produção do Aβ. Entretanto, a quebra da APP no sítio N-
terminal pela β-secretase produz um fragmento transmembrânico de peptídeo que é 
subseqüente convertido pela γ-secretase em Aβ. Podem inclusive existir várias enzimas γ-
secretase com vários graus de seletividade para a produção de Aβ40 ou Aβ42. A formação de 
uma ou de outra forma de Aβ parece sofrer influência de duas outras proteínas associadas à 
membrana: as prenselinas (PS1 e PS2). A forma Aβ42 é a forma que está relacionada com o 
desenvolvimento da doença de Alzheimer (Kim et al., 2010; Selkoe, 2004a). 
 A caracterização das secretases da APP é importante para o desenvolvimento de 
estratégias terapêuticas para o controle da formação de aglomerados de peptídeos β-amiloides 
no cérebro e os efeitos patológicos subseqüentes da DA. Drogas que possuem como alvo a 
atividade da γ-secretase demonstraram prejudicar a produção da Aβ. Entretanto, o bloqueio da 
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atividade da γ-secretase também está associado com uma variedade de efeitos colaterais que 
limitam o seu uso terapêutico (Kim et al., 2010; Selkoe, 2004a). 
 A quebra da APP pela α-secretase não resulta na formação do Aβ e, uma vez quebrada 
pela α-secretase, a APP não pode mais ser processada para a formação do Aβ por outra via 
enzimática. Isto sugere que o processamento da APP pela via α-secretase além de não levar ao 
desenvolvimento da DA pode ser considerado neuroprotetor. Diversas enzimas apresentam 
atividade α-secretase, porém, como uma enorme variedade de processos estão envolvidos para 
a regulação dessas enzimas o desenvolvimento de estratégias terapêuticas utilizando esta 
enzima envolve estudos mais avançados (Kim et al., 2010; Selkoe, 2004a). 
 A formação do peptídeo β-amiloide exige que a β-secretase seja a primeira enzima a 
quebrar a APP. O produto da quebra via β-secretase resultam em fragmentos que são 
processados pela γ-secretase em Aβ. Portanto, um aumento na atividade β-secretase resulta 
em um aumento na produção de Aβ, o que pode ser responsável para a evolução da DA. O 
produto da quebra da APP pela β-secretase é um fragmento da APP vinculado a membrana. 
Esse fragmento, substrato para a γ-secretase, é convertido em duas versões de Aβ (Aβ40 e Aβ42). 
Assim, o processamento da APP pela β-secretase aumenta a quantidade de substrato para a γ-
secretase que pode levar a formação de aglomerados insolúveis de Aβ bem como diminuir a 
quantidade de substrato disponível para processamento pela α-secretase em produtos não 
tóxicos. Recentemente, uma enzima beta secretase específica que quebra APP (chamada BACE-
1) que apresenta todas as propriedades da β-secretase foi identificada e clonada. Foi postulado 
então que a BACE-1 é a enzima responsável pelo primeiro passo de um processo que acaba 
resultando na formação do Aβ e o desencadeamento de todo processo neurodegenerativo 
(Figura 2). Por conseguinte, a inibição da BACE-1 é um alvo promissor para a descoberta de 





Figura 2. A hipótese da cascata amiloide. Esta hipótese propõe uma série de eventos patogênicos que levam ao 
desenvolvimento da doença de Alzheimer (DA). O acúmulo cerebral do peptídeo β-amiloide (Aβ) é o fator principal 




Atualmente, existem cinco drogas aprovadas para o tratamento clínico da doença de 
Alzheimer (Tabela 1) (FDA, 2007). Dentre estas, quatro são classificadas como drogas 
anticolinesterásicas, ou seja, inibidores da enzima acetilcolinesterase e a outra atua como 
antagonista do receptor de glutamato aumentando os níveis de acetilcolina na fenda sináptica. 
 
Tabela 1. Drogas disponíveis no comércio aprovadas para o tratamento da doença de Alzheimer 
(FDA, 2007). 
Genérico Marca Aprovado para Efeitos Colaterais Classe 
Donepezila Aricept® Todos os 
estágios 
Náuseas, vômitos, perda de 
apetite e aumento dos 
movimentos no TGI. 
Anticolinesterásico 
Galantamina Reminyl® Leve a 
moderada 
Náuseas, vômitos, perda de 
apetite e aumento dos 
movimentos no TGI. 
Anticolinesterásico 
Rivastigmina Exelon® Leve a 
moderada 
Náuseas, vômitos, perda de 
apetite e aumento dos 
movimentos no TGI 
Anticolinesterásico 
Tacrina Cognex® Leve a 
moderada 
Possível dando no fígado, 
náusea e vômito. 
Anticolinesterásico 
Memantina* Ebix® Moderada a 
severa 
Dor de cabeça, constipação, 
confusão e tontura. 






Inibidores de colinesterase 
 
Os anticolinesterásicos possuem um papel importante no tratamento da DA. Em 1976 
foi estabelecida a hipótese colinérgica a qual associa os sintomas cognitivos, funcionais e 
comportamentais presentes na DA, com a deficiência na neurotransmissão colinérgica ligada a 
perda dos neurônios colinérgicos (Cummings & Back, 1998). Várias alterações relacionadas com 
o sistema colinérgico no cérebro com DA são observadas entre elas: perda seletiva e 
significativa da atividade de CHAT em diferentes partes do cérebro (córtex, hipocampo e 
amígdalas), degeneração seletiva dos neurônios colinérgicos basais do cérebro, diminuição da 
atividade da AChE com proporcional ao aumento do número de placas senis bem como uma 
redução dos níveis de ACh e AChE (Garcia-Sanchez et al., 2003; Gouras, 2001; Kasa et al., 1997). 
Inúmeras abordagens vêm sendo exploradas para restaurar a função central colinérgica: o uso 
de agentes liberadores de ACh, a estimulação da captação de acetilcolina, a ativação de 
receptores colinérgicos (pós-sinápticos M1 muscarínicos) por agonistas e a diminuição da 
degradação metabólica de ACh pela inibição da AChE (Kasa et al., 1997). A acetilcolina (ACh), 
principal neurotransmissor na DA, é reconhecidamente importante para o aprendizado e 
memória (Kasa, 1997). A deficiência de ACh na DA levou ao estabelecimento da hipótese 
colinérgica a qual explica que a incapacidade de transmitir impulsos neurológicos entre as 
sinapses cerebrais é a razão para as disfunções cognitivas e comportamentais. Existem dois 
tipos de colinesterases nos vários tecidos do corpo, a AChE e a BChE. A AChE hidrolisa a ACh, 
finalizando o efeito desse neurotransmissor nas sinapses colinérgicas. No cérebro, AChE é mais 
dominante do que a BChE. Estudos revelaram que um aumento dos níveis de ACh pela inibição 
da AChE pode melhorar a insuficiência na função cognitiva em estágios prematuros de DA 
(Mesulam, 2009). Com isso, a intensa investigação para o descobrimento de inibidores de AChE 
e a resposta positiva do tratamento contribuiu para o surgimento dos anticolinesterásicos no 





A tacrina (I), (hidrocloreto de 9-amino-1,2,3,4-tetra-hidro-acridina, THA) (Cognex®) foi a 
primeira droga aprovada pela US Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento dos 
níveis leve a moderado da DA em 1993. A tacrina é uma aminoacridina ativa e um inibidor 
reversível de AChE. Possui ação farmacológica adicional em níveis monoamina e canais iônicos 
e é quase tão potente quanto à fisostigmina, com 50% de inibição da AChE na concentração de 
10-7 M. Apresenta o mesmo tipo de inibição contra BChE e seu uso foi limitado devido a sua 
hepatotoxicidade e baixo tempo de meia-vida plasmática (3 - 5 h), exigindo uma posologia de 
quatro vezes ao dia. Baseado na tacrina desenvolveu-se a segunda geração de inibidores de 
AChE (compostos pós-fisostigmina e pós-tacrina) como, por exemplo, donepezila, rivastigmina, 
e galantamina, os quais apresentam melhor perfil terapêutico embora eficácia modesta se 
comparada com a tacrina (Orhan et al., 2006; Racchi et al., 2004; Reichman, 2003). 
 
Donepezila 
O cloridrato de donepezila (II) (Aricept®), outra droga com uma atividade 
anticolinesterásica potente e seletiva, foi aprovada pelo FDA em 1996 e tornou-se o inibidor de 
AChE mais prescrito. O donepezila é uma piperidina inibidora reversível de AChE com alta 
seletividade para AChE. Demonstrou ser 1000 vezes mais seletivo para a AChE do que BChE. Seu 
elevado tempo de meia-vida plasmática (70 horas) exige somente uma dose diária. A droga é 
geralmente bem tolerada, apresentando alguns efeitos colaterais colinérgicos como náuseas, 
vômito, constipação, diarréia, tontura e interrupção do sono (Orhan et al., 2006; Racchi et al., 
2004; Reichman, 2003). 
 
Rivastigmina 
O tartarato de rivastigmina (III), [tartarato de (S)-N-etil-3-1-[(dimetil-amino)etil]-N-metil-
fenilcarmabato hidrogênio, ENA 713] (Exelon®) é um derivado de carbamatos inibidor pseudo-
irreversível da AChE. A droga foi aprovada pelo FDA para o tratamento sintomático dos níveis 
leve e moderado da DA em abril de 2000. Seus efeitos colaterais envolvem o sistema 
gastrintestinal numa relação dose dependente. A droga apresenta tempo de meia-vida inferior 
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A galantamina (IV) é um alcaloide terciário e uma das mais novas drogas 
anticolinesterásicas no mercado. Foi primeiramente isolada de espécies de Galanthus nivalis 
(Amaryllidaceae), posteriormente também extraída de outras espécies desta família como 
Narcissus sp. e Leucojum sp. Em 1996 foi lançada no mercado com o nome comercial de 
Nivalin® para o tratamento de DA e, posteriormente, re-nomeada para comercialização como 
Reminyl®. Possui um modo particular de ação sendo um inibidor reversível de AChE e um 
modulador alostérico de receptores nicotínicos de acetilcolina o que pode ter valor adicional no 
tratamento da DA. Seus parâmetros farmacocinéticos são favoráveis e incluem uma alta 
biodisponibilidade, cinética de eliminação linear previsível em certas doses e um tempo da 
meia-vida curto. Entretanto, apresenta alguns efeitos colaterais como náuseas, vômito e 


























Efeito dos anticolinesterásicos no metabolismo da APP 
 
 Vários autores estudaram a relação entre o sistema colinérgico e sua capacidade de 
modular o metabolismo da APP (Nitsch et al., 1993; Nitsch et al., 1992; Salvietti et al., 1996; 
Wolf et al., 1995). Na maioria dos experimentos, as conclusões relatam que os efeitos da 
estimulação colinérgica são diretamente dependentes de interações do tipo ligante-receptor e 
que tais interações são responsáveis por desencadear uma cascata de transdução de sinais que 
envolve a ativação de proteínas quinases. Vários segundos mensageiros intracelulares também 
contribuem para a regulação do metabolismo da APP e possuem interações extremamente 
complexas (Figura 3) (Racchi et al., 2004). 
 
 
Figura 3. Possíveis sítios de interação farmacológica entre os anticolinesterásicos (AChEI) e o metabolismo da APP. 
Três possíveis sítios são indicados. Primeiramente, os AChEI podem interagir com o metabolismo da APP através da 
estimulação colinérgica indireta da via não-amiloidigênica. A estimulação colinérgica da α-secretase e liberação 
dos fragmentos solúveis da APP (sAPPα) envolve a ativação de vias de transdução de sinais de uma ou ambas as 
proteínas quinases. Também já foi sugerido que alguns AChEI podem interagir independentemente de receptores 
colinérgicos com estas vias e ativar ou alguns casos modular a metabolização normal da APP. Além disso, uma 
terceira possibilidade sugere a interação de algumas moléculas diretamente na síntese da haloproteína da APP e 
assim interferir no metabolismo da APP e formação de Aβ (Racchi et al., 2004). 
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Muitos inibidores da acetilcolinesterase foram testados in vitro com relação a sua 
capacidade de interagir no metabolismo da APP. O primeiro anticolinesterásico estudado 
quanto a esta capacidade foi a tacrina por Lahiri e colaboradores (1994). Entretanto, os dados 
iniciais sugeriram inicialmente que os anticolinesterásicos interagiam negativamente no 
metabolismo da APP. Experimentos posteriores realizados por Mori e colaboradores (1995) 
indicaram que maioria das outras moléculas eram capazes de aumentar o processamento não 
amiloidogênico da APP (Mori et al., 1995). Estudos posteriores realizados por Lahiri e 
colaboradores (1994) demonstraram pela primeira vez em cultivo celular que a tacrina, uma 
droga já utilizada no tratamento da doença de Alzheimer, afetava o metabolismo da APP 
(Lahiri, 1994). 
 Existem evidências substanciais que sugerem um mecanismo de interação entre os 
anticolinesterásicos e o metabolismo da APP. Infelizmente, os dados provenientes dos 
diferentes estudos e modelos experimentais nem sempre são consistentes. As diferenças 
geralmente provem do uso de modelos celulares distintos entre os estudos. Na maioria das 
vezes somente uma molécula é estudada e são raros os trabalhos que comparam duas ou mais 
moléculas no mesmo experimento. Outro fator importante é que às vezes, o efeito dos 
anticolinesterásicos no metabolismo da APP é relacionado com efeitos colinérgicos indiretos 
enquanto que em outros casos, sugere-se o envolvimento de mecanismos de ativação direta ou 
indireta de diferentes vias de transdução de sinais (Racchi et al., 2004). 
 
Busca de novos candidatos de origem natural para o tratamento da DA 
 
A diversidade estrutural dos anticolinesterásicos já conhecidos e a possibilidade de 
explorar modos de ação diferentes estimularam estudos fitoquímicos com diversas espécies de 
plantas e micro-organismos com base no uso popular ou dados etnobotânicos. A pesquisa de 
drogas inibidoras de AChE com ação prolongada, com maior potência e com menores riscos de 
efeitos colaterais, ainda permanece o foco de diversos pesquisadores (Howes & Houghton, 
2003; Khalid et al., 2004). Nesse sentido, a biodiversidade brasileira possui um grande arsenal 
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de substâncias ainda para serem descobertas que podem contribuir para a solução deste 
problema (Viegas et al., 2004). 
Cerca de 50% das drogas introduzidas no mercado durante os últimos 20 anos são 
derivadas diretamente ou indiretamente de moléculas pequenas de origem natural (Newman & 
Cragg, 2007). O potencial terapêutico das plantas medicinais brasileiras também foi 
demonstrado com sucesso no campo da DA (Barbosa-Filho et al., 2006). A natureza pode ser 
considerada como uma importante fonte de novos compostos químicos de interesse para o 
tratamento de várias doenças, inclusive a DA. Além disso, vários compostos promissores já 
foram sintetizados e testados por suas habilidades de inibir AChE (Di Giovanni et al., 2008). 
Recentemente, extratos de plantas medicinais tem sido objeto de diversos estudos 
visando à busca de soluções que possam dar maior conforto aos pacientes com a DA (Adsersen 
et al., 2006; Anekonda & Reddy, 2005; Facundo & Rios, 2005; Gilania & Ghayuara, 2004; Lopez 
et al., 2002; Viegas et al., 2004). Desse modo, diversos extratos avaliados mostraram 
propriedades como pró-colinérgica, antioxidante, antiamiloide e anti-inflamatória indicando o 
uso promissor de substâncias provenientes de fármacos vegetais no tratamento de pacientes 
com DA (Anekonda & Reddy, 2005). Extratos de plantas contendo vários constituintes ativos 
têm sido usados hoje em dia para tratar desordens associadas com o Sistema Nervoso Central, 
entre essas, espécies de Salvia, Ginkgo, noz-de-areca e espécies da família Amaryllidaceae 
(Anekonda & Reddy, 2005; Gilania & Ghayuara, 2004; Lopez et al., 2002; Melanie-Jayne et al., 
2003; Viegas et al., 2004). 
Vários fatores mostram que extratos de plantas medicinais podem ser veículos 
carreadores de substâncias importantes e ativas, onde se incluem as substâncias inibidoras da 
AChE (Anekonda & Reddy, 2005). O primeiro fator é a biodisponibilidade (Manach et al., 2005), 
especialmente quando se trata de plantas que contém flavonoides ou outras substâncias 
polifenólicas. Essas substâncias são capazes de atravessar a barreira intestinal e penetrar no 
sistema circulatório. O segundo fator é a capacidade dos extratos passarem pela barreira 
hemato-encefálica. Esta barreira expressa um grande número de transportadores, como a 
glicoproteína-P, onde as substâncias naturais atuam. O terceiro fator está relacionado aos 
aspectos toxicológicos e de interação droga-droga entre as substâncias naturais. Poucos 
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estudos clínicos foram realizados com plantas medicinais, ou seus extratos, que possam 
garantir da sua segurança e eficácia. No entanto, estudos clínicos realizados até então 
mostraram poucos efeitos adversos. Um estudo realizado por Anekonda e Reedy em 2005 
apresenta uma lista de efeitos sinérgicos com combinações diversas de plantas com efeitos 
positivos e negativos para tratamento de pacientes com DA (Alcala et al., 2005; Roman et al., 
2002). 
A fisostigmina (V), um alcaloide primeiramente isolado da espécie Physostigma 
venenosum, L. (Fabaceae), foi o primeiro inibidor da acetilcolinesterase (Synapton®) utilizado na 
terapêutica. Embora a fisostigmina não seja mais utilizada clinicamente devido ao seu curto 
tempo de meia vida, sua estrutura química forneceu um modelo para o desenvolvimento da 
rivastigmina, outra substância com melhor perfil farmacocinético utilizada atualmente na 
terapia da doença. A galantamina (IV), outro alcaloide extraído primeiramente da espécie 
Galanthus nivalis (Amaryllidaceae), e posteriormente de outras espécies da mesma família 
como Narcissus sp. e Leucojum sp., é usada popularmente na Bulgária e Turquia para 
tratamento de condições neurológicas. Esta droga comercializada desde 1996 possui um modo 
duplo de ação como inibidor seletivo e reversível da enzima acetilcolinesterase e modulador 
dos receptores nicotínicos cerebrais o que mostrou valor adicional para o tratamento da DA 
(Marco & Carreiras, 2006). Outros alcaloides da família Amaryllidaceae como a assoanina, 
epinorgalantamina, oxoassoanina, sanguinina, 11-hidroxi-galantamina também apresentaram 
atividade anticolinesterásica significativa. A huperzina A (VI), um alcaloide isolado da espécie 
Huperzia serrata (Thumb) Lycopodiaceae, uma espécie nativa na China, onde já é utilizada há 
muitos anos para o tratamento de desordens cognitivas, está passando por estudos clínicos 
para o tratamento da DA e apresentou poucos efeitos colaterais quando comparado com 
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Os alcaloides como inibidores da acetilcolinesterase 
 
Os alcaloides continuam sendo foco de pesquisa para novos protótipos de inibidores da 
acetilcolinesterase sendo o grupo de substâncias mais amplamente estudado. Uma revisão 
realizada em 2006 por Barbosa-Filho e colaboradores (2006), consultou 175 referências e foram 
levantadas 309 plantas e 260 substâncias isoladas. Dentre os compostos testados que foram 
isolados e identificados, 139 pertenciam à classe dos alcaloides. Particularmente as espécies 
pertencentes às famílias Amaryllidaceae, Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae e Fumariaceae 
apresentam mais estudos. Como a maioria dos inibidores de acetilcolinesterase apresenta 
nitrogênio em suas estruturas, a elevada atividade dos extratos parece estar relacionada com o 
seu rico conteúdo de alcaloides (Barbosa-Filho et al., 2006). 
 
A família Apocynaceae 
 
A família Apocynaceae pode ser considerada uma das mais importantes fontes vegetais 
de constituintes químicos com utilidade terapêutica na medicina moderna. Os gêneros mais 
importantes desta família são Alstonia, Aspidosperma, Vinca, Tabernaemontana, Mandevilla, 
Hancornia, Nerium, Strophantus, Catharanthus, Allamanda, Thevetia, Wrightia, Plumeria, 
Himatanthus e Rauvolfia (Di Stasi & Hiruma-Lima, 2002). Inúmeros estudos já foram realizados 
para avaliar o potencial anticolinesterásico com espécies desta família. Mroue e Alam (1991) 
isolaram, identificaram e determinaram o potencial anticolinesterásico do alcaloide bis-indólico 
crooksina da espécie Haplophyton crooksii. O gênero Tabernaemontana apresenta o maior 
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número de estudos realizados com relação ao potencial anticolinesterásico. Andrade e 
colaboradores (2005) isolaram e avaliaram o potencial anticolinesterásico de quatro alcaloides 
indólicos da espécie Tabernaemontana australis (coronaridina, voacangina, voacangina 
hidroxindolenina e rupicolina). De acordo com Chattipakorn e colaboradores (2007) o extrato 
metanólico da espécie Tabernaemontana divaricata foi capaz de inibir em 90 % a atividade da 
enzima AChE em estudos in vitro. Vieira e colaboradores (2008) avaliaram o potencial 
anticolinesterásico de frações e treze alcaloides obtidos de Tabernaemontana laeta e 
Tabernaemonata hytrix e confirmaram a atividade para alguns dos alcaloides avaliados. Outras 
espécies da família Apocynaceae também apresentam estudos com relação ao potencial 
anticolinesterásico. Ingkaninan e colaboradores (2003) realizaram uma triagem com extratos de 
plantas utilizados na medicina tradicional tailandesa. Os extratos hidroalcoólico a 50% de folhas 
de Apocynum lancifolium, extrato etanólico de folhas de Catharanthus roseus e extrato 
metanólico de raízes de Ervatamia coronaria, também apresentaram algum grau de atividade 
anticolinesterásica. 
Estudos de triagem também foram realizados com diferentes tipos de alcaloides 
indólicos. Cardoso e colaboradores (2004) avaliaram o potencial anticolinesterásico e 
antioxidante de nove alcaloides indólicos glucosilados da espécie Chimarrhis turbinata 
(Rubiaceae) onde os alcaloides turbinatina e desoxicordifolina apresentaram atividade 
anticolinesterásica moderada. Orhan e colaboradores (2007) avaliaram a atividade 
anticolinesterásica de vários alcaloides dentre eles os alcaloides do tipo indólico; ioimbina e 
vincamina.  
 
A espécie Himatanthus lancifolius (Müll. Arg.) Woodson 
 
 Himatanthus lancifolius é uma espécie nativa do Brasil encontrada principalmente nas 
regiões Nordeste e Sudeste. Ocupa preferencialmente áreas de Mata Atlântica e, ocorre 
também, em vegetações de capoeira, cerrado, catinga e campos rupestres (Spina, 2004). A 
espécie está descrita na Farmacopéia Brasileira 1a edição (1929), sob a antiga sinonímia de 
Plumeria lancifolia. A monografia descreve que as partes utilizadas são as cascas do caule, 
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usadas sob a forma extrato fluido, droga pulverizada e tintura. (Brandão et al., 2006). A espécie, 
popularmente conhecida como “agoniada”, mas também como “banan a-de-papagaio”, 
“banana-de-macaco”, “cana-de-macaco”, “janaúba”, “leiteira”, “sucubinha”, “gamelina” e 
outros, tem suas cascas caulinares tradicionalmente utilizadas como antiasmática, purgativa, 
para tratamento de doenças de pele, sífilis e distúrbios menstruais, induzindo contrações 
uterinas (Corrêa, 1926). Outras indicações para as cascas incluem o tratamento de adenite, 
clorose, problemas digestivos, febre intermitente, histeria e como vermífugo (Brandão et al., 
2006). O látex extraído do caule é considerado anti-helmíntico e febrífugo, enquanto que às 
folhas atribuem-se ainda propriedades galactagogas (Corrêa, 1926). 
As cascas do caule de H. lancifolius, matéria-prima para a produção de alguns 
fitoterápicos, caracterizam-se pela presença de alcaloides indólicos, já foram isolados ioimbina 
(VII), uleína (VIII), desmetoxiaspidospermina (IX) e ajmalina (X) (França et al., 2000; Lopes, 




























IX X  
A fração rica em alcaloides indólicos da espécie apresentou um amplo espectro de 
atividade contra algumas linhagens de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, tais como 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, 
Pantoea agglomerans e Acinetobacter baumanii (Souza et al., 2004). Também foi demonstrado 
que esta fração, cujo alcaloide indólico majoritário corresponde à uleína, foi capaz de provocar 
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alterações nas respostas contráteis da musculatura lisa vascular e não-vascular, um evento que 
pode estar relacionado ao bloqueio da entrada de cálcio na célula, alterações na mobilização de 
cálcio intracelular ou mesmo distúrbios na capacidade das células em usarem o cálcio para 
eventos contráteis (Rattmann et al., 2005). Além disso, a fração rica em alcaloides apresentou 
efeitos gastroprotetores através da ativação de vários mecanismos citoprotetores, incluindo 
antioxidantes enzimáticos, como o aumento da glutationa sintase (GHS) da mucosa gástrica, e 
antioxidantes não-enzimáticos, como o NO. A inibição da secreção ácida gástrica também foi 
verificada pelo bloqueio da bomba de H+-K+-ATPase, atividade esta relacionada aos alcaloides 
indólicos majoritários da fração, uleína e demetoxiaspidospermina (Baggio et al., 2005). Souza e 
colaboradores (Souza et al., 2007) observaram que a adição de concentrações crescentes de 
uleína ao cultivo de células endoteliais de aorta de coelhos e de células de melanoma de 
camundongos provocou um aumento na produção de NO. Recentemente, foi demonstrado que 
a espécie apresenta capacidade de interferir com a resposta inflamatória atuando no tráfego 







Investigação de produtos naturais com atividade anticolinesterásica, como extratos, 
frações e substâncias isoladas de plantas medicinais. 
Específicos 
 Utilizar e otimizar os ensaios com o reagente de Ellman em cromatografia em camada 
delgada e microplaca para determinar a atividade anticolinesterásica; 
 Utilizar e otimizar o método de Marston em cromatografia em camada delgada para 
determinação da atividade anticolinesterásica; 
 Desenvolver e otimizar ensaio para determinação da atividade anticolinesterásica por 









Parte do material vegetal (Tabela 2) foi coletado em 1998 no local onde foi formada a 
represa para a Usina Hidrelétrica de Salto Caxias (Silva et al., 2004), tendo recebido permissão e 
apoio financeiro da Companhia de Energia Elétrica do Paraná (COPEL) para a realização das 
coletas. Todas as espécies foram classificadas pela Profª. Drª. Elizabeth de Araujo Schwarz, do 
Departamento de Botânica da Universidade Federal do Paraná e as excicatas encontram-se 
depositadas no herbarium daquele Departamento. Este material botânico foi seco entre 30-35 
°C, pulverizados e acondicionados em recipientes fechados e mantidos na Herboteca do 
Laboratório de Farmacognosia do Departamento de Farmácia da UFPR. 
 
Tabela 2. Material botânico utilizado para os ensaios anticolinesterásicos 
Espécie Família Parte Utilizada Registro 
Pfaffia paniculata (Mart.) Kuntze  Amaranthaceae Raiz Comércio 
Himatanthus lancifolius (Müll. Arg.) Woodson Apocynaceae Casca do caule HL-9 
Rauvolfia sellowii Müll. Arg.  Apocynaceae Casca da raiz 42384 
Philodendron sellowianum Kunth  Araceae raiz 42421 
Jacaranda micrantha Cham.  Bignoniaceae casca 42428 
Garcinia cambogia Desr.  Clusiaceae Casca Comério 
Wilbrandia ebracteata (Cogn.) Cogn.  Curcubitaceae raiz 42436 
Dioscorea glandulosa Kunth  Dioscoreaceae Folhas 42396 
Bauhinia microstachya (Raddi) J.F. Macbr.  Fabaceae Folhas 42388 
Fucus vesicolosus L.  Fucacea Talo Comércio 
Trichilia catigua A. Juss.  Meliaceae Casca Comércio 
Passiflora actinia Hook.  Passifloraceae Folhas 30.831 
Zea mays L.  Poaceae Estigma Comércio 
Arundo donax L.  Poaceae Raiz 42374 
Picrasma crenata Engl. in Engl. & Prantl  Simaroubaceae Raiz 42368 
Anchietea pyrifolia A. St.-Hil  Violaceae Folhas 42427 
Hybanthus bigibbosus (A. St.-Hil.) Hassl.  Violaceae Raiz 42368 
Phoradendron falcifrons (Hook. & Arn.) Eichler Viscaceae Folhas Comércio 
Tribulus terrestris L.  Zygophyllaceae Sementes e frutos Comércio 
 
As cascas de caules de Himatanthus lancifolius (Müll. Arg.) Woodson foram 
comercialmente adquiridas nos arredores da cidade de São Paulo e foram identificadas de 
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acordo com a descrição da Farmacopéia Brasileira 1ª edição e comparadas microscopicamente 
e macroscopicamente com as amostras do Laboratório de Farmacognosia do Departamento de 
Farmácia da Universidade Federal do Paraná onde uma amostra foi depositada sob voucher HL-
9. As amostras em pó de Garcinia cambogia Desr., Pfaffia paniculata (Mart.) Kuntze., Fucus 
vesicolosus L., Trichilia catigua A. Juss., Zea mays L. e Tribulus terrestris L. foram adquiridas do 








Os seguintes tampões foram utilizados. Tampão A: Tris 50 mM, pH 8,0; tampão B: Tris 
50 mM, pH 8,0 contendo 0,1 % de soro albumina bovia (BSA); tampão C: Tris 50 mM, pH 8, 
contendo 0,1 M NaCl e 0,02 M de MgCl2.6H2O; tampão D: 50 mM NaH2PO4, pH 7,6; tampão E: 





Acetilcolinesterase de peixe elétrico (Tipo VI-S, pó liofilizado, 292 U/mg sólido, 394 U/mg 
proteína, Sigma, lote: 046K7675) foi utilizada em todos os ensaios em CCD e microplaca 
utilizando o reagente colorimétrico de Ellmam. A enzima liofilizada foi dissolvida em tampão A 
para preparar uma solução estoque 1000 U/ml e, posteriormente diluida em tampão B para 
obter uma solução de enzima 0,226 U/ml utilizada no ensaio em microplaca ou em tampão A 
para obter uma solução de enzima 3 U/ml para ser utilizada no ensaio em CCD. 
Acetilcolinesterase de peixe elétrico (Tipo V-S, pó liofilizado, 658 U/mg sólido, 1.210 U/mg 
de proetína, Sigma, lote: 025K7671) foi utilizada no esaio em CCD utilizando o método 
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colorímétrico de Marston. A enzima liofilizada foi dissolvida em tampão F para obter uma 
solução 6,6 U/ml. 
Acetilcolinesterase de eritrócitos humanos (solução aquosa tamponada, 522,73 U/mg 
proteína, Sigma, lote: 078K4001) foi utilizada no ensaio com a enzima imobilizada utilizando o 
método colorimétrico de Ellman. A solução da enzima foi dissolvida em tampão E para obter 




Iodeto de acetiltiocolina (ACTI) (Sigma-Aldrich®) foi o substrato utilizado nos ensaios em 
CCD , microplaca e no biorreator enzimático para o método com o reagente colorimétrico de 
Ellman nas concentração 1 mM em tampão A, 15 mM em água Millipore e em diferentes 
concentrações em água Millipore respectivamente. 
Acetato de alfa-naftila (Sigma-Aldrich®) foi o substrato utilizado no ensaio em CCD para o 




Ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB) (Sigma-Aldrich®) ou reagente de Ellman foi 
utilizado nos ensaio em CCD, microplaca e no biorreator enzimático nas concentrações 1 mM 
em tampão A, 3 mM em tampão C e 1,26x10-4 M em 0,1 M de tampão fosfato, pH 7,4 
respectivamente. 
Sal Fast Blue B  (Sigma) foi utilizado nos ensaios em CCD para o método colorimétrico de 
Marston na concentração 2,5 % em água MilliQ. 
 
Placas de cromatografia de camada delgada 
 
Placas de alumínio para cromatografia de sílica Gel 60 F254, 0,2 mm de espessura foram 
adquiridas da Merck (Darmstadt, Alemanha). 
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Leitor de microplacas 
 
Placas de poliestireno com 96 poços (300 µl/TPP®) e equipamento leitor de microplacas 
Tecan modelo Surise foi utilizado para medir a absorvância em 412 nm para a reação 
enzimática no ensaio em microplaca. 
 
Equipamento de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 
 
Os ensaios no biorreator enzmático para o método colorimétrico de Ellman com a 
enzima imobilizada em coluna cromatográfica foi utilizado uma coluna de aço inoxidável 
(Agilent®) de 250 mm e 4,6 diâmetro interno empacotada com sílica epoxidada e as análises em 
CLAE foram realizadas em equipamento Varian, bomba Prostar 230, detector PDA Prostar 335, 
Autosampler Prostar 410, Programa Workstation Star 6.5. Os solventes utilizados em todos os 
procedimentos cromatográficos utilizando CLAE foram grau HPLC. A água ultrapura utilizada foi 
purificada no sistema Millipore, filtro de 0,22 µm. 
 
Sistemas de solventes 
 
Para a realização das análises em cromatografia de camanda delgada (CCD) dos extratos 
simples, frações obtidas da partição líquido-líquido de H. lancifolius, R. sellowii e do alcaloide 
uleína foram utilizadas cromatoplacas de Sílica Gel 60 F254 (Merck). As seguintes fases móveis 
foram utilizadas: EtOAc:n-hexano: (2:8) foi utilizada para os extratos de P. sellowianum, J. 
micrantha, G. cambogia, W. ebracteata, D. glandulosa, B. microstachya, T. catigua, P. actinia, Z. 
mays, A. donax, P. crenata, A. pyrifolia, H. bigibbosus, P. falcifrons e T. terrestris, EtOAc:n-
hexano:MeOH:dietilamina (4:5:0,8:0,2) para o extratos fluido de H. lancifolius, suas frações 
líquido-líquido, sua fração rica em alcaloides e uleina e DCM:EtOAc:MeOH (8,5:1:0,5) para o 
extrato fluido de R. sellowii e para suas frações líquido-líquido. As cromatoplacas foram 
observadas em câmara de luz UV ondas largas (365 nm) e ondas curtas (254 nm) e solução de 
ácido fosmolíbdico 10% em EtOH, reagente de anisaldeído-sulfúrico e reagente de Draggendorf, 
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preparados segundo (Wagner & Bladt, 1996) foram utilizadas como reveladores quando 
necessário. 
 




Foram preparadas soluções mãe na concentração 1 mg/ml em metanol de cada espécie 
do material botânico coletado em Salto Caxias a partir do extrato simples preparado através da 
percolação de 2 a 30 kg de cada droga (dependendo da disponibilidade) com EtOH 70% por três 
dias e o extrato etanólico resultante foi concentrado em rotaevaporador sob pressão reduzida 
até secura (Silva et al., 2004). 
 
Extratos fluidos e frações 
 
 As espécies H. lancifolius, R. sellowii, P. paniculata e T. terrestris foram selecionadas 
para preparo de extratos fluidos. O extrato fluido (100 ml) de cada espécie foi preparado 
segundo metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira 1ª ed. utilizando o método geral de 
preparação A e EtOH 56% como líquido extrator.  
Para a espécie H. lancifolius, o restante foi concentrado em rotaevaporador a 60 °C até 
secura e ressuspenso em água (volume final 100 ml) e fracionado utilizando solventes de 
diversas polaridades (n-hexano, DCM, EtOAc e n-butanol) em funil de separação (3x30 ml) 
(Esquema 1). Todas as frações foram concentradas em rotaevaporador sob pressão reduzida a 
60 °C, obtendo-se para a espécie H. lancifolius rendimento de 2,59 g para a fração n-hexano, 









Esquema 1:Fluxograma do preparo do extrato fluido e fracionamento do extrato de Himatanthus lancifolius. 
 
Para a espécie R. sellowii uma alíquota de 25 ml do extrato fluido foi concentrada até 
secura em rotaevaporador a 60 °C, ressuspenso em água MilliQ (volume final 100 ml) e 
fracionado utilizando solventes de diversas polaridades (n-hexano, DCM, EtOAc e n-butanol) em 
funil de separação (3x30 ml) (Esquema 2) obtendo-se rendimento de 0,1 g para a fração n-
hexano, 0,47 g para a DCM, 0,06 g para a EtOAc, 0,90 g para a n-butanol e 1,82 g para a fração 
aquosa restante. 
Uma solução mãe para cada fração de cada espécie foi preparada na concentração de 1 






Esquema 2: Fluxograma do preparo do extrato fluido e fracionamento do extrato de Rauvolfia sellowii. 
 
Fração rica em alcaloides obtidas de H. lancifolius 
 
 A fração rica em de alcaloides foi obtida das cascas secas (5 kg) da planta previamente 
deslipidificada com n-hexano e maceradas durante 48 h em 1% de HCl. A extração foi feita até 
exaustão (reação negativa com o reagente de Dragendorff). Esse extrato a 1% de HCl foi 
filtrado, basificado com carbonato de sódio até pH 10, particionado com clorofórmio e então 
evaporado, resultado em 4,02 g de uma fração básica de alcaloides (pH 10). Isto foi re-





Isolamento e identificação do alcaloide uleína a partir de H. lancifolius 
 
 O alcaloide uleína foi isolado por cromatografia em coluna como descrito por Lopes 
(2008). A comparação com dados espectrais disponíveis em literatura confirmou que a 
substância isolada era a uleína (França et al., 2000; Gaskell & Joule, 1967; Joule & Djerassi, 
1964; Lopes, 2008). 
 
Preparo das placas de CCD 
 
 Para os extratos simples 
 
Foram realizados três ensaios com metodologias diferentes e para tanto, foi necessário 
o preparo de três cromatoplacas iguais, uma para cada ensaio. Uma para o ensaio com o 
reagente de Ellman (Rhee et al. 2001), outra para o ensaio falso-positivo com o reagente de 
Ellman (Rhee et al., 2003b) e outra com o regente de Marston (Marston et al., 2002). O extrato 
de cada espécie foi aplicado (100 µl) de maneira pontual na mesma concentração (1 mg/ml) 
sendo distribuidos por toda a cromatoplaca conforme o Esquema 3. Fisostigmina na 




Esquema 3. Representação do preparo das cromatoplacas com os extratos fluidos. Cada ponto preto representa a 
aplicação de um extrato fluido de uma espécie (100 µl). Foram analisados dezenove espécies e o alcaloide 
fisostigmina (controle positivo) na mesma concentração (1 mg/ml).  
 
Para os extratos fluidos e frações líquido-líquido 
 
Para cada extrato fluido (H. lacifolius, R. sellowii, T. terrestris e P. paniculata) foram 
preparadas três cromatoplacas, sendo uma para cada ensaio:  uma com o reagente de Ellman 
(Rhee et al. 2001), outra para o ensaio falso-positivo com o reagente de Ellman (Rhee et al., 
2003b) e outra com o regente de Marston (Marston et al., 2002). Cada extrato fluido foi 
aplicado na base de suas respectivas cromatoplacas (100 µl) na mesma concentração (1 mg/ml) 
e estas foram eluidas em sistema de solvente adequado. Fisostigmina na concentração 1 mg/ml 
foi aplicada (40 µl) como controle em cada placa. 
 
Para as frações obtidas a partir da partição líquido-liquido 
 
A partir dos extratos fluidos das espécies H. lacifolius e R. sellowii obteve-se 5 frações 
líquido-líquido: n-hexano, DCM, EtOAc, n-butanol e aquosa. As cinco frações líquido-líquido de 
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cada espécie foram aplicadas (100 µl) na mesma concentração (1 mg/ml) em três 
cromatoplacas diferentes, sendo uma para cada ensaio: uma com o reagente de Ellman (Rhee 
et al. 2001), outra para o ensaio falso-positivo com o reagente de Ellman (Rhee et al., 2003b) e 
outra com o regente de Marston (Marston et al., 2002). Fisostigmina na concentração 1 mg/ml 
foi aplicada (40 µl) como controle em cada placa. 
 
Para a fração rica em alcaloides e uleína 
 
Foram aplicados 100 µl da fração rica em alcaloides e uleína obtidas da espécie H. 
lancifolius em concentrações diferentes (2,0 mg/ml; 1,75 mg/ml, 1,25 mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,5 
mg/ml e 0,25 mg/ml) em três cromatoplacas diferentes, sendo uma para cada ensaio: uma com 
o reagente de Ellman (Rhee et al. 2001), outra para o ensaio falso-positivo com o reagente de 
Ellman (Rhee et al., 2003b) e outra com o regente de Marston (Marston et al., 2002). Em cada 
placa de fração rica em alcaloides foram aplicados 100 µl de uleína na concentração 2,0 mg/ml 
e em cada placa da uleína 100 µl da fração de alcaloides na concentração 2,0 mg/ml foram 
aplicados. Fisostigmina na concentração 1 mg/ml foi aplicada (100 µl) como controle em cada 
placa. 
 
Ensaios em cromatografia de camada delgada 
 
Reagente colorimétrico sal Fast Blue B 
 
 O ensaio foi realizado conforme descrito por Marston e colaboradores (2002). 
Resumidamente, as amostras foram aplicadas em placas de cromatografia de camada delgada 
(CCD), eluídas em solvente adequado e secas a temperatura ambiente. Cada placa foi borrifada 
com a solução estoque da enzima e novamente secas. Para incubação da enzima, a placa foi 
colocada sob um suporte no interior de um recipiente plástico contendo 5 ml de água (a água 
não entra em contato com a placa, somente mantém úmido o interior do recipiente), fechado e 
mantido a 37 oC por 20 min. Para detecção da enzima, após esse período, 10 ml de uma solução 
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do substrato e 40 ml da solução do reagente colorimétrio sal Fast Blue B foram misturadas 
momentos antes do uso e borrifadas sobre a placa. Após alguns minutos o desenvolvimento de 
manchas brancas sob o fundo roxo indicou a presença de compostos inibidores da enzima 
acetilcolinesterase (Marston et al., 2002). 
 
Reagente colorimétrico de Ellman 
 
 Teste positivo 
 
 O ensaio foi realizado conforme Rhee e colaboradores (2001). Resumidamente, as 
amostras foram aplicadas em placas de CCD e após o desenvolvimento com o solvente 
adequado, as placas foram completamente secas. Uma mistura de solução de substrato e do 
reagente de Ellman foi borrifada sobre a placa. Após completa secagem da placa uma solução 
de enzima AChE foi borrifada e alguns minutos se passaram até o desenvolvimento de manchas 
brancas sob um fundo amarelo indicando a presença de compostos inibidores da enzima 
acetilcolinesterase (Rhee et al., 2001). 
 
 Teste falso positivo 
 
 Resultados falsos positivos foram eliminados pelo método descrito por Rhee e 
colaboradores (2003b). As mesmas amostras foram aplicadas em placas de CCD e desenvolvidas 
com o mesmo sistema de solvente para o teste positivo (preferencialmente na mesma cuba 
cromatográfica). Após secagem, a placa foi borrifada com uma sequência diferente dos mesmos 
reagentes do teste positivo. Primeiro foi borrifado a solução de reagente de Ellman e, após 






Ensaio em microplaca 
 
 Para o ensaio em microplaca foi preparada uma solução mãe (10 mg/ml) em metanol 
(100%) das espécies H. lancifolius e R. sellowii e as diluições subseqüentes foram feitas 
utilizando água MilliQ (5 mg/ml; 1 mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,1 mg/ml e 0,05 mg/ml). 
 Em microplaca de 96 poços, foram adicionados em sequência os reagentes a seguir: 25 
µl da solução aquosa do substrato, 125 µl de uma solução do reagente de Ellman, 50 µl de 
tampão B e 25 µl da solução de amostra e a absorvância monitorada a cada 10 s durante 230 s 
em 412 nm. Após esse período 25 µl de uma solução aquosa de enzima AChE foram 
adicionados e a absorvância novamente monitorada a cada 10 s durante 230 s em 412 nm. As 
taxas das reações foram calculadas utilizando software apropriado (GraphPad Prism versão 
5.0). Qualquer aumento da absorvância antes da adição da enzima devido à hidrólise 
espontânea do substrato foi corretamente corrigido subtraindo-se a taxa da reação antes da 
adição da enzima da taxa obtida após a adição da enzima. As porcentagens de inibição foram 
calculadas comparando-se as taxas das reações das amostras com a taxa de reação do controle 
(solvente utilizado para solubilizar cada amostra) através da fórmula: % inibição = 100-(taxa da 
reação amostra/taxa da reação controle x 100). Cada concentração de cada amostra foi 
analisada em triplicata e os resultados obtidos através de média ± desvio padrão. 
 
 Determinação da IC50 do alcaloide uleína isolado de H. lancifolius 
 
Solução estoque de uleina na concentração 1 mg/ml foi preparada em metanol. As 
soluções para o ensaio foram preparadas diluindo a solução estoque em água MilliQ (0,5 
mg/ml; 0,25 mg/ml; 0,125 mg/ml; 0,063 mg/ml; 0,031 mg/ml; 0,016 mg/ml; 0,008 mg/ml). 
Cada concentração foi analisada em triplicata e a porcentagem de inibição calculada. 
A curva de inibição foi obtida plotando a % de inibição versus o logaritmo negativo da 
concentração do inibidor presentes nas soluções do ensaio. Os parâmetros de regressão linear 






Síntese da sílica modificada 
 
Para a síntese da sílica modificada 10 g de sílica (37-44 µm, Chromosorb® LC-2, Johns – 
Manville, USA) foram ativadas a 170 °C durante 15 h a vácuo utilizando o aparelho Chem-Dry® 
(Laboratory Devices INC, USA). Posteriormente a sílica ativada foi transferida para um balão de 
fundo redondo (100 ml). Uma solução 10% de 3-glicidoxipropil-trimetoxisilano (GPTMS) (Sigma-
Aldrich®) em tolueno juntamente com 80 ml de tolueno seco foram adicionados ao mesmo 
balão e este submetido a aquecimento (100 °C sob refluxo durante 12 h). Após o esfriamento, a 
mistura da reação foi filtrada a vácuo e lavada com 80 ml de tolueno seco. A sílica epoxidada foi 
seca a vácuo a 80 °C durante 15 h utilizando o aparelho Chem-Dry® e armazenada em frasco 
âmbar em geladeira (Felix & Descorps, 1999b). 
 
Empacotamento da coluna com a sílica modificada 
 
Uma coluna de aço inoxidável Agilent® (4,6 x 250 mm) com preenchimento de sílica (5 
µm) C-18 foi desempacotada utilizando a bomba do equipamento de cromatografia líquida de 
alta eficiência (CLAE). Água MilliQ foi utilizada como solvente sob fluxo de 5 ml/min. Após a 
remoção de toda sílica, a coluna foi lavada com acetona durante 10 min sob mesmo fluxo. A 
coluna foi então totalmente aberta e seu interior lavado com metanol e a secagem realizada a 
temperatura ambiente. 
O empacotamento da coluna com a sílica epoxidada foi realizado a seco. A coluna de aço 
inoxidável (4,6 X 250 mm) foi acoplada a outra coluna de aço inoxidável de menor 
comprimento, porém de maior diâmetro somente para auxiliar o empacotamento. A sílica 
epoxidada (10 g) foi adicionada a coluna de maior diâmetro e o assentamento dentro da coluna 
menor foi feito inicialmente empregando batidas suaves sobre uma superfície resistente. Após 
o assentamento inicial das partículas de sílica epoxidada, o conjunto com as duas colunas foi 
acoplado à bomba do equipamento de CLAE sob fluxo de 10 ml/min de acetona pura. Para 
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finalizar o empacotamento, a coluna foi lavada utilizando água MilliQ durante 10 min sob fluxo 
de 5 ml/min. 
 
Imobilização da enzima acetilcolinesterase 
 
 A enzima foi imobilizada no suporte de sílica modificada utilizando como base a técnica 
de derivatização in situ descrita por Felix e colaboradores (1999a) e Andrisano e colaboradores 
(2001) (Andrisano et al., 2001; Felix & Descorps, 1999a). 
A temperatura ambiente uma coluna de aço inoxidável (4,6 X 250 mm) empacotada com 
a sílica previamente epoxidada foi acoplada ao equipamento de CLAE e a solução de enzima 
AChE foi mantida em recirculação pela coluna sob fluxo de 0,5 ml/min durante 42 h.  
A coluna foi então lavada sucessivamente com uma solução de KH2PO4 0,05 M (pH 6,0), 
com 50 ml de uma solução 1 M de glicina em 0,05 M KH2PO4 (pH 7,0) e finalmente com uma 
solução de KH2PO4 0,05 M (pH 7,0). Antes do seu armazenamento, a coluna foi lavada com uma 
solução 0,05 M KH2PO4 (pH 7,0) contendo 0,01 % de azida de sódio para sua conservação. 
  
Determinação da quantidade de enzimas imobilizadas ativamente na coluna 
 
A coluna com a enzima imobilizada foi acoplada ao equipamento de CLAE, equilibrada 
durante 30 min com tampão fosfato 0,1 M pH 7,4 e condicionada com o mesmo tampão 
contendo 1,26 x 10-4 M do reagente de Ellman (DTNB) (Sigma-Aldrich®, USA). 
Alíquotas de 20 µl de cinco concentrações crescentes de ACTI (Sigma-Aldrich, USA) (1,75 
a 450 mM) foram injetadas manualmente ao sistema sob fluxo de 0,5 ml/min. Cada 
concentração foi injetada cinco vezes e frações de 2,5 ml foram coletadas durante 5 min. A 
absorvância relativa foi determinada espectrofotometricamente em 412 nm no equipamento 
Shimadzu modelo UV-1800, utilizando como branco uma solução de tampão fosfato 0,1 M pH 
7,4 contendo 1,26 x 10-4 M do reagente de Ellman. A taxa da reação enzimática (V) expressa em 










Onde AU (unidades de absorvância) é o valor da absorvância obtida para cada 
concentração e df é o fator de diluição que foi utilizado para diluir as soluções onde a cor 
impedia a leitura da absorvância. 
O gráfico de Lineweaver e Burk 1/V versus 1/[S] foi traçado para obtenção dos valores 
estimados de Km e Vmax, onde [S] corresponde a concentração da solução de ACTI injetada (1,75 
a 450 mM). 
A quantidade de unidades (U) de enzimas imobilizadas ativamente foi calculada pela 
fórmula:  
U (µmol/l/min) = 
(  ) ⁄
Є
 x 106 
 
 Onde (ΔA/min)max corresponde a taxa de reação máxima (Vmax) e Є é o valor 
preconizado para o coeficiente de extinção do íon amarelo (13.600 cm-1 M-1) (Ellman et al., 
1961) 
 
Determinação da atividade anticolinesterásica com a enzima AChE imobilizada 
 
 A coluna com a enzima imobilizada foi acoplada entre a bomba e o detector PDA do 
equipamento de CLAE. A fase móvel consistiu em uma solução do reagente de Ellman. 
Primeiramente uma solução de concentração conhecida do substrato ACTI foi injetada em 
triplicata no cromatógrafo e o tempo de eluição do pico correspondente ao produto da reação 
(Esquema 4) foi determinado. As soluções contendo concentrações crescentes do inibidor 
conhecido fisostigmina e uma concentração fixa do substrato foram injetadas no sistema 
cromatográfico e suas áreas relativas do pico integradas. As áreas dos picos foram comparadas 
entre aquelas obtidas na presença e na ausência do inibidor. A porcentagem de inibição 
enzimática foi calculada pela seguinte equação: 100 – (Ai/A0*100); onde Ai é a área do pico 
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calculada na presença do inibidor e A0 é a área do pico calculada na presença somente do 
substrato (Andrisano et al., 2001). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Em 1961, Ellman e colaboradores descreveram um método fotométrico para a 
determinação da atividade anticolinesterásica (Ellman et al., 1961). O método se baseia na 
medição da taxa de produção de tiocolina à medida que a acetiltiocolina é hidrolisada pela 
acetilcolinesterase. Isto ocorre pela continuação da reação da tiocolina (1) com reagente de 
Ellman (2) (DTNB), produzindo o ânion amarelo (3) como mostrado no Esquema (4). A taxa da 































Esquema 4: Sequência de reações para detecção de atividade anticolinesterásica de substâncias 
naturais pelo método de Ellman. 
 
Este método fotométrico exige uma elevada solubilidade em água de todos os reagentes 
e principalmente das amostras uma vez que os tampões e soluções são em meio aquoso 
(Ellman et al., 1961). Com o objetivo de superar este problema, Rhee e colaboradores (Rhee et 
al., 2001) desenvolveram um sistema rápido e eficaz para a detecção de substâncias inibidoras 
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da acetilcolinesterase em matrizes complexas utilizando a cromatografia em camada delgada. O 
método teve como base uma metodologia previamente descrita por Kiely e colaboradores 
(Kiely et al., 1991). Este sistema em CCD também utiliza o reagente de Ellman e seu uso acabou 
se tornando bastante difundido por sua rapidez, por permitir a análise preliminar de um grande 
número de amostras, por permitir o uso de extratos não aquosos e, além disso, por permitir um 
rápido acesso a informações relacionadas à atividade bem como a localização desta atividade 
em extratos e frações. Favorece também a identificação e correlação de inibidores já 
consagrados em extratos, ou frações, dispensando o isolamento prévio e demorado. Neste 
ensaio os inibidores da enzima acetilcolinesterase são detectados pelo aparecimento de 
manchas brancas de inibição sobre o fundo amarelo da placa cromatográfica. Entretanto, pode 
apresentar resultados falso-positivos que devem ser descartados pelo ensaio falso-positivo 
desenvolvido pelo mesmo grupo (Rhee et al., 2003b). Alguns compostos como aminas e 
aldeídos, podem interagir na segunda etapa da reação (Esquema 3) impedindo a formação do 
composto colorido e formando as manchas brancas, porém indicando resultado falso. Ambos 
os ensaios em CCD devem ser realizados concomitantemente de modo a se obter resultados 
confiáveis. 
O mesmo grupo (Rhee et al., 2001) também adaptou para microescala a metodologia 
espectrofotométrica descrita por Ellman e colaboradores (1961) simplesmente fazendo o 
monitoramento da produção do composto colorido em placas de 96 poços utilizando um leitor 
de microplaca. Essa adaptação contribuiu para a maior automação do sistema e possibilitou a 
análise mais rápida de um número ainda maior de amostras em volumes muito menores. O 
ensaio em microplaca é mais sensível do que o ensaio em CCD, já que seu método de detecção 
é muito mais sensível permitindo a identificação de inibidores em concentrações muito 
menores do que o teste em CCD. (Di Giovanni et al., 2008; Rhee et al., 2001). 
Em 2002, Marston, Hosttetmann e colaboradores (2002) desenvolveram outro método 
utilizando a cromatografia em camada delgada (CCD) para a triagem da atividade 
anticolinesterásica de extratos de plantas. Este ensaio se baseia em uma reação diferente onde 
o reagente acetato de naftila é o substrato que sofre quebra pela acetilcolinesterase formando 
o 1-naftol, o qual continua a reagir com o reagente colorimétrico sal Fast Blue B para formar um 
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sal de diazônio de coloração violeta (Esquema 5). Os inibidores são diretamente detectados na 
cromatoplaca pela formação de manchas brancas sobre o fundo violeta da cromatoplaca 





















Esquema 5: Reação de detecção de atividade anticolinesterásica de substâncias naturais 
pelo método de Marston e Hosttetamenn. (Marston et al., 2002) 
 
Esse método em CCD foi desenvolvido quase que concomitantemente ao método de 
Rhee e colaboradores (2001), porém o reagente colorimétrico e substrato são diferentes. O 
método de Marston ainda possui a vantagem de não apresentar a necessidade de realização de 
ensaios falso-positivo, bem como permite uma melhor visualização dos resultados pelo melhor 
contraste entre manchas de inibição brancas sob o fundo violeta da cromatoplaca ao invés do 
fundo amarelo respectivamente. 
Nos últimos anos, vários métodos para a determinação da atividade anticolinesterásica 
foram descritos. Além dos métodos colorimétricos que utilizam o reagente de Ellman (Ellman et 
al., 1961) ou o reagente sal Fast Blue B (Marston et al., 2002) podemos citar também ensaios 
fluorimétricos utilizando subtratos fluorogênicos (Rhee et al., 2003a), detecção 
potenciométrica ou eletroquímica (Kaneda et al., 1985). Entretanto, a maioria dos estudos 
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realizados para determinar a atividade anticolinesterásica de extratos vegetais, frações e 
substâncias isoladas utiliza a combinação das duas técnicas baseadas do método colorimétrico 
de Ellman (Gilania & Ghayuara, 2004; Hillhouse et al., 2004; Howes & Houghton, 2003; 
Ingkaninan et al., 2003; Khalid et al., 2004; Lopez et al., 2002; Melanie-Jayne et al., 2003; Oh et 
al., 2004; Orhan et al., 2004; Salah & Jager, 2005; Siqueira et al., 2003). 
 
Triagem preliminar dos extratos simples em cromatografia de camada delgada 
  
Inicialmente foi realizada uma triagem preliminar de diferentes espécies medicinais na 
forma de extratos simples (1 mg/ml) utilizando o ensaio em CCD pelos métodos de Rhee e 
colaboradores (2001) e Marston e colaboradores (2002) (Marston et al., 2002; Rhee et al., 
2001). 
Tabela 3. Espécies medicinais avaliadas pelos métodos de Marston e Rhee em Cromatografia de Camada Delgada 
(CCD) (Marston et al., 2002; Rhee et al., 2001). 
Espécie Família Ensaio 
Marston Ellman 
CCD CCD 
Pfaffia paniculata (Mart.) Kuntze  Amaranthaceae +++ +++ 
Himatanthus lancifolius (Müll. Arg.) Woodson  Apocynaceae +++ +++ 
Rauvolfia sellowii Müll. Arg.  Apocynaceae +++ +++ 
Tribulus terrestris L.  Zygophyllaceae +++ +++ 
Philodendron sellowianum Kunth Araceae + + 
Jacaranda micrantha Cham.  Bignoniaceae ++ ++ 
Garcinia cambogia Desr.  Clusiaceae --- --- 
Wilbrandia ebracteata (Cogn.) Cogn.  Curcubitaceae  + + 
Dioscorea glandulosa Kunth  Dioscoreaceae + + 
Bauhinia microstachya (Raddi) J.F. Macbr.  Fabaceae  + + 
Trichilia catigua A. Juss.  Meliaceae  +++ +++ 
Fucus vesicolosus L. Fucacea ++ ++ 
Passiflora actinia Hook.  Passifloraceae  --- --- 
Zea mays L.  Poaceae  --- --- 
Arundo donax L.  Poaceae  ++ ++ 
Picrasma crenata Engl. in Engl. & Prantl  Simaroubaceae  + + 
Anchietea pyrifolia A. St.-Hil  Violaceae  ++ ++ 
Hybanthus bigibbosus (A. St.-Hil.) Hassl.  Violaceae  ++ ++ 
Phoradendron falcifrons (Hook. & Arn.) Eichler  Viscaceae +++ +++ 
Todas as espécies foram avaliadas na mesma concentração (10 mg/ml). Sinal (+++), forte mancha branca de 
inibição; (++), mancha branca de inibição mediana; (+), sutil mancha branca de inibição; (---), não detecção de 




Somente para os extratos de P. actinia, Z. mays e G. cambogia não foi possível a 
vizualização das manchas de inibição na concentração testada. Os outros extratos 
apresentaram manchas brancas de inibição de itensidade variando de sutil a forte.  
Para a realização do ensaio em CCD por ambos os métodos, um grande volume de 
solução de cada enzima é gasto e, além da solução da enzima utilizada não poder ser 
reutilizada, possui ainda um curto tempo de armazenamento devido ao seu elevado poder de 
degradação. Portanto, a análise simultânea do maior número de amostras é recomendada. 
Com os dois ensaios foi possível analisar simultaneamente dezenove extratos simples de 
espécies medicinais diferentes obtendo-se resultados em um intervalo de curto de tempo (30 
min) o que é excelente para o início do planejamento de ensaios mais sensíveis utlizando outros 
métodos. A detecção para ambos os métodos é visual e pode ser prejudicada quando os 
reagentes não estiverem completamente solubilizados ou quando o pH das soluções não 
estiver correto. Quando todas as soluções são preparadas de forma adequada, o 
desenvolvimento da coloração violeta ou amarela (Marston et al., 2002; Rhee et al., 2001) é 
intensa e a detecção das manchas indicando inibição é realizada com facilidade. A escolha do 
sistema de solventes também é um fator que influencia muito na correta detecção e 
visualização dos resultados, uma vez que interfere diretamente na separação dos constituintes 
dos extratos na cromatoplaca. 
 
Ensaio em microplaca pelo método de Ellman modificado por Rhee para os extratos fluídos 
 
A partir dos resultados de triagem pelos ensaios em CCD, as espécies H. lacifolius, R. 
sellowii, P. paniculata e T. terrestris foram selecionadas para a elaboração de extratos fluidos e 
avaliados pelo método de Ellman modificado por Rhee em microplaca (Rhee et al., 2001). Os 
resultados estão apresentados na Tabela (4). 
O preparo de extratos na forma de extratos fluidos foi a forma escolhida para se obter 
um extrato de concentração conhecida, o que contribui para o preparo correto de soluções em 
diferentes concentrações levando a resultados com maior confiabilidade e reprodutibilidade. 
Uma das maiores dificuldades enfrentadas para a execução do ensaio em microplaca com os 
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extratos fluidos foi a necessidade da solubilidade das amostras em água ou metanol. Os 
extratos fluidos não eram totalmente solúveis em ambos os solventes, o que era observado 
pelo leve turvamento das soluções. Portanto, a partir da solução mãe de cada extrato (1 g/ml) 
foram feitas várias diluições utilizando concentrações decrescentes de DMSO (dimetilsulfóxido) 
até que fosse possível a total solubilização em água. Todas as soluções utilizadas no ensaio 
eram aquosas. 
 
Tabela 4. Ensaio em microplaca dos extratos fluidos pelo método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001). 
Espécie 
% de inibição ± DP 
10 mg/ml 5 mg/ml 1 mg/ml 0,5 mg/ml 0,1 mg/ml 0,05 
mg/ml 
Himatanthus lacifolius --- --- --- 50,71±8,18 37,43±12,4 12,23±9,28 
Rauvolfia sellowii 52,05±2,2  40,11±6,53 --- --- --- --- 
Tribulus terrestris 86,30±1,84 75,21±10,73 51,59±21,82 --- --- --- 
Pfaffia paniculata --- --- --- 85,45±4,84 52,49±10,46 --- 
Resultados são as médias (%)(p< 0,001, n=3) ± D.P. obtidas para os extratos fluidos das espécies Himatanthus lacifolius (Mull. 
Arg.) (Apocynaceae), Rauwolfia sellowii (Mull. Arg) (Apocynaceae), Pfaffia paniculata (Martz.) Kuntze (Amaranthaceae) e 
Tribulus terrestris L. (Zygophyllaceae) e suas diluições. Os resultados (---) não foram reprodutívels. 
 
Como pode ser observado na Tabela 4, a espécie P. paniculata apresentou a maior 
porcentagem de atividade anticolinesterásica dentre todos os extratos. Na concentração 0,5 
mg/ml esta espécie apresentou a maior porcentagem de atividade anticolinesterásica 
(85,45±4,84%) enquanto que a espécie H. lancifolius apresentou na mesma concentração, 
somente (50,71±8,18%). As espécies T. terrestris e R. sellowii apresentaram a maior 
porcentagem de atividade anticolinesterásica na concentração 10 mg/ml (51,59±21,82%) e 
(52,05±2,2%) respectivamente. 
Geralmente extratos vegetais que apresentam porcentagens de inibição maiores do que 
50% têm seu potencial anticolinesterásico descrito como alto e porcentagens de inibição entre 
15 a 50% são descritos como de atividade baixa a moderada. Entretanto, atividades até 15% 
podem ser considerados resultados falso-positivos (Adsersen et al., 2006; Ingkaninan et al., 
2003; Khalid et al., 2004; Orhan et al., 2004, Trevisan et al., 2003). Um estudo recente com 
plantas brasileiras com o ensaio em microplaca e em CCD utilizando o reagente de Ellman (Rhee 
et al., 2001) estudou 58 extratos de trinta espécies de diversos gêneros vegetais dos quais os 
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autores consideraram os resultados de inibição maior ou igual a 50 % como critério de seleção 
para fracionamento (Trevisan et al., 2003). Apesar de todas as espécies da Tabela 4 
apresentarem resultados acima do critério de seleção, somente as epécies H. lancifolius e R. 
sellowii foram selecionadas para fracionamento. Entretanto, não foi descartado o estudo com 
as frações das outras duas espécies o que está sendo realizado em projeto paralelo a esta 
dissertação. 
 
Ensaio em CCD e microplaca das frações líquido-líquido obtidas da espécie R. sellowii 
  
A partir 25 ml do extrato fluído da espécie R. sellowii foram obtidas frações líquido-
líquido utilizando uma série de solventes, de polaridade crescente, obtendo-se um rendimento 
de 0,10 g (2,98% p/p) para a fração n-hexano, 0,47 g (14,0% p/p) para a DCM, 0,060 g (1,76% 
p/p) para a EtOAc, 0,90 g (26,80% p/p) para a n-butanol e 1,82 g (54,45% p/p) para a fração 
aquosa restante. 
Utilizando o ensaio em CCD com o reagente de Ellman (Rhee et al., 2001) e com o sal 
Fast Blue B (Marston et al., 2002) com cada fração na concentração 1 mg/ml foi possível 
detectar o desenvolvimento de algumas manchas de inibição em todas as frações indicando 
que todas possuiam algum grau de atividade anticolinesterásica. O ensaio em microplaca pelo 
método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001) confirmou estes resultados uma vez 
que todas as frações apresentaram valores elevados de porcentagem de inibição (Tabela 5). A 
atividade observada pode ser atribuída possivelmente a alcaloides ou compostos nitrogenados 
que foram evidenciados pelo corante Dragendorff em todas as frações. 
 
Tabela 5. Ensaio em microplaca pelo método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001) das frações líquido-
líquido da espécie R. sellowii. 
Frações do extrato fluido de R. 
sellowii 
% inibição AChE ±D.P.(%) 
n-hexano 61,56 2,25 
DCM 56,36 3,71 
EtOAc 46,77 7,44 
n-butanol 76,28 4,88 
água 84,90 0,49 





Figura (4): Porcentagem de inibição da acetilcolinestarase das frações obtidas do particionamento do 
extrato fluido de Rauvolfia sellowii (Müll. Arg.), Apocynaceae avaliadas pelo ensaio em microplaca pelo 
método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001). Resultados são a média (%) (p< 0,001, 
n=3)±D.P. Frações líquido-líquido obtidas de Rauvolfia sellowii (1 mg/ml); C - controle fisostigmina (1 
mg/ml). 
 
 A espécie R. sellowii, popularmente conhecida como “jasmim-grado”, é uma árvore rara 
que pode atingir até 15 m de altura podendo ser encontrada em matas do Sudeste brasileiro. 
Algumas espécies de Rauvolfia são fontes de alcaloides indólicos bioativo, dentre eles a 
reserpina, substância incluida na lista de drogas essenciais classificadas como antihipertensivas 
da Organização Mundial de Saúde (WHO, 2002). As raízes de R. sellowii são usadas 
etnofarmacologicamente como antihipertensivo e diversos alcaloides indólicos já foram 
isolados e identificados das cascas de suas raízes como: reserpina, ajmalina, ajmalinina, 
serpentina e aricina (Batista et al., 1996; Djerassi et al., 1954; Hochstein, 1955; Pakrashi et al., 
1955). Entretanto, é a primeira vez que a atividade anticolinesterásica é descrita para esta 
espécie. 
 
Ensaio em CCD e microplaca das frações líquido-líquido obtidas da espécie H. lancifolius 
 
Da mesma forma que foi feito com a espécie R. sellowii, 100 ml do extratos fluídos da 
espécie H. lancifolius foram também particionados líquido-líquido utilizando uma série de 






























p/p) para a fração n-hexano, 1,85 g (8,32% p/p) para a DCM, 0,43 g (1,94% p/p) para a EtOAc, 
4,53 g (20,36% p/p) para a n-butanol e 12,88 g (57,79% p/p) para a fração aquosa restante. 
Utilizando o ensaio em CCD com o reagente de Ellman (Rhee et al., 2001) e com o sal 
Fast Blue B (Marston et al., 2002) com cada fração na concentração 1 mg/ml foi possível 
detectar o desenvolvimento de algumas manchas de inibição nas frações DCM, EtAOc e n-
butanol indicando que estas possuiam maior grau de atividade anticolinesterásica. Entretanto, 
as frações DCM e EtAOc apresentaram as manchas brancas de maior intensidade e assim pode 
ser confirmada a importante relação entre o conteúdo de alcaloides com a atividade 
anticolinesterásica pela maior reatividade destas frações frente ao Reagente de Dragendorff. O 
ensaio em microplaca pelo método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001) 
confirmou estes resultados, uma vez que as mesmas frações apresentaram valores maiores e 
mais relevantes de porcentagem de inibição (Tabela 6).  
 
Tabela 6. Ensaio em microplaca pelo método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001) das frações 
líquido-líquido da espécie H. lancifolius 
Frações do extrato fluido de 
H. lancifolius 
% inibição AChE ± D.P.(%) 
n-hexano 4,06 5,16 
DCM 54,73 0,57 
EtOAc 74,20 2,28 
n-butanol 34,26 3,48 
água 9,80 2,45 




Figura (5): Porcentagem de inibição da acetilcolinesterase das frações o extrato fluido de Himatanthus 
lacifolius (Müll. Arg.) Woodson, Apocynaceae avaliadas pelo ensaio em microplaca pelo Método de Ellman 
modificado por Rhee (Rhee et al., 2001). Resultados são a média (%) (p<0,001, n=3)±D.P. Frações líquido-
líquido obtidas de Himatanthus lancifolius (1 mg/ml); C - controle fisostigmina (1 mg/ml). 
 
Ensaio em CCD da fração rica em alcaloides e uleína de H. lancifolius 
 
Utilizando o ensaio em CCD com o reagente de Ellman (Rhee et al., 2001) (Figuras 4 e 5) 
e com o sal Fast Blue B (Marston et al., 2002) (Figura 6) a fração rica em alcaloides de H. 
lancifolius e seu principal alcalóide, uleína (VIII), nas concentrações 2 mg/ml, 1,75 mg/ml, 1,26 





































Todas as concentrações apresentaram intensas manchas brancas demonstrando 
inibição da enzima. Foi observada uma relação dose-dependente diretamente proporcional 
entre a atividade e a intensidade das manchas brancas de inibição tanto com a fração rica em 
alcaloides bem como com a uleína. Na cromatoplaca com as diferentes concentrações da fração 
rica em alcaloides também foi aplicada uma alíquota (100 µl) de uma solução de uleina (2 
mg/ml) e na cromatoplaca com as diferentes concentrações de uleína foi aplicada uma alíquota 
(100 µl) de uma solução da fração rica em alcaloides (2 mg/ml). Com isso, foi possível detectar 
que a uleína é a maior responsável pela capacidade de inibição da fração rica em acaloides pelo 
aparecimento da mancha de inibição de mesmo Rf. 
 
Figura 6. Ensaio em CCD pelo método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001) com a fração de 
alcaloides obtidas a partir da espécie Himatanthus lancifolius (Apocynaceae). (A) Ensaio positivo; (B) 
ensaio falso-positivo. Ordem de aplicação: fração rica em alcaloides (2,0; 1,75; 1,25; 0,75 0,25 mg/ml), uleína 





Figura 7. Ensaio em CCD pelo método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001) com o alcaloide 
uleína obtidas a partir da espécie Himatanthus lancifolius (Apocynaceae). (A) Ensaio positivo; (B) ensaio 
falso-positivo. Ordem de aplicação: uleína (2,0; 1,75; 1,25; 0,75 0,25 mg/ml), fração rica em alcaloides (2,0 
mg/ml) e fisostigmina (2,0 mg/ml). 
 
 
Figura 8. Ensaio em CCD pelo método de Marston (Marston et al., 2002) com a fração de alcaloide (A) e 
com alcaloide uleína (B) obtidas a partir da espécie Himatanthus lancifolius (Apocynaceae). Ordem de 
aplicação (A): fração rica em alcaloides (2,0; 1,75; 1,25; 0,75 0,25 mg/ml), uleína (2,0 mg/ml) e fisostigmina (2,0 
mg/ml). Ordem de aplicação (B): uleína (2,0; 1,75; 1,25; 0,75 0,25 mg/ml), fração rica em alcaloides (2,0 mg/ml) e 






 Com ensaio falso-positivo em CCD utilizando o reagente de Ellman (Rhee et al., 2003b) 
descartou-se a possibilidade de falsos resultados e o ensaio em CCD utilizando o método de 
Marston (Marston et al., 2002) contribuiu para a definitiva comprovação da importância da 
uleína no potencial anticolinesterásico da espécie H. lancifolius. 
 Durante a execução dos experimentos com os dois reagentes utilizando a CCD foi 
demonstrado que o método de Marston (Marston et al., 2002) possibilita a melhor visualização 
dos resultados pelo melhor contraste entre as manchas brancss de inibição e o fundo violeta da 
cromatoplaca. Entretanto, este ensaio é mais trabalhoso do que o ensaio em CCD que utiliza o 
reagente de Ellman (Rhee et al., 2003b), pois necessita que a placa seja incubada após a 
aplicação da solução da enzima por 20 min a 37 °C. Além disso, a enzima (AChE, Tipo V-S) 
utilizada neste ensaio tem maior custo do que a enzima utilizada no ensaio com o reagente de 
Ellman (AChE, Tipo VI-S). 
 
Determinação da IC50 do alcaloide uleína isolado de H. lancifolius 
 
Devido aos resultados promissores obtidos com a uleína nos ensaios utilizando a CCD, o 
ensaio em microplaca utilizando o método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001) 
foi realizado com diferentes concentrações (0,5 mg/ml; 0,25 mg/ml; 0,125 mg/ml; 0,0625 
mg/ml; 0,03125 mg/ml; 0,01562 mg/ml; 0,00781825 mg/ml) de soluções de uleína em metanol. 
A partir das porcentagens de inibição encontradas (Tabela 7) foi obtida a curva de inibição 
(Figura 9) plotando a % de inibição versus o logaritmo negativo da concentração do inibidor 
presentes nas soluções do ensaio.  
 
Tabela 7. Ensaio em microplaca pelo Método de Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001) da uleína da 
espécie H. lancifolius 
Uleína (mg/ml) % inibição AChE ± D.P.(%) 
0,015 11,90 12,36 
0,03 17,43 4,66 
0,06 34,54 0,84 
0,12 50,56 0,84 
0,25 68,05 1,94 
0,5 80,03 0,43 
1,0 88,93 0,06 





Figura (9): Inibição da acetilcolinestarase pela uleína em soluções metanólicas de Himatanthus 
lacifolius (Müll. Arg.) Woodson, Apocynaceae, avaliadas pelo ensaio em microplaca pelo método de 
Ellman modificado por Rhee (Rhee et al., 2001). Resultados são a média(%) (*p<0,01; **p<0,001, 
n=3)±D.P. C - Soluções metanólicas de diferentes concentrações de uleína (mg/ml) obtida de 
Himatanthus lancifolius; C- controle: fisostigmina (1 mg/ml). 
 
A partir da curva de inibição os parâmetros de regressão linear foram traçados e o valor 
de IC50 0,45 µM obtido para a uleína (Figura 10). 
 
 
Figura (10): Curva de inibição da acetilcolinestase obtida para a uleína isolada de Himatanthus lacifolius 
(Müll. Arg.) Woodson, Apocynaceae. Resultados são a média (%) (p<0,001, n=3)±D.P. C - Soluções 















































 Orhan e colaboradores (2007) avaliaram o potencial anticolinesterásico de vários 
alcaloides nas mesmas condições e concetração (1 mg/ml): retamina, cistina e esparteína 
(quinolizidínicos), escopolamina e atropina (tropânicos), alantoína (imidazolidínico) trigonelina 
(piridínico) bem como octapamina, sinefrina e capsaicina (aminas exocílicas) e indólicos, 
ioimbina e vincamina. Os ensaio foram realizados em microplaca pelo método de Ellman 
modificado por Rhee (Rhee et al., 2001) (Tabela 8). 
 
Tabela 8. Resultados do ensaio em microplaca pelo Método de Ellman modificado por 
Rhee (Rhee et al., 2001) de alguns alcaloides avaliados por Orhan e colaboradores 
(Orhan et al., 2007) e da uleína da espécie H. lancifolius 







Resultados são a média±D.P. (n=3). (*) alcaloides analisados por Orhan e colaboradores 
(2007). Uleína, resultado obtido utilizando o ensaio em microplaca com o reagente de 
Ellman nas mesmas condições e concentração. 
 
Ao compararmos os alcaloides testados na mesma concentração molar (1 µM), 
observamos que a porcentagem de inibição do alcaloide uleína (23,65±0,01%) obtida utilizando 
o mesmo ensaio, nas mesmas condições e na mesma concentração que o ensaio realizado por 
Orhan e colaboradores (2007) está muito próxima do alcaloide galantamina (28,67±0,09%), 
enquanto que para os alacoides retamina e esperteína a porcentagem de inibição se encontra 
bem abaixo destes valores o que confirma o potencial anticolinesterásico do alcaloide uleina. 
O valor de IC50 obtido para a uleína (0,45 µM) pode ser considerado extremamente 
significativo por caracterizar uma droga potente e uma vez que este valor se encontra dentro 
do intervalo de valores de IC50 encontrado na literatura para a galantamina (0,39 a 1,5 µM), 
uma substância de origem natural utilizada para o tratamento da doença de Alzheimer 
(Adsersen et al., 2006; Hillhouse et al., 2004; Kissling et al., 2005). 
Esses resultados evidenciam o potencial da uleína (VIII) como droga anticolinesterásica. 
Essa substância, além da atividade demonstrada, ainda pertence à classe dos alcaloides, fonte 
mais promissora de substâncias anticolinesterásicas, desempenhando, desde o início, um papel 
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importante nos estudos que buscam em produtos naturais, inibidores desta enzima (Barbosa-
Filho et al., 2006). Além disso, a uleína é um alcaloide do grupo indólico com uma estrutura 
única. Sua estrutura difere dos padrões clássicos de biossíntese dos outros alcaloides do mesmo 
grupo. Quando comparamos a sua estrutura com a estrutura do alcaloide huperzina A, não 
encontramos os alguns dos requisitos relacionados com a atividade anticolinesterásica 
previamente mencionados por Ohrn e colaboradores (2007), tais como a presença de um grupo 
metila axial. Entretanto, sua origem biossintética pode ser relacionada estruturalmente com 
substâncias inibidoras da acetilcolinesterásica consagradas, como a galantamina (IV) e a 






















Todos os métodos desenvolvidos para determinar a atividade anticolinesterásica 
(fluorimétricos, eletroquímicos, espectrofotométricos e cromatográficos) (Kaneda et al., 1985; 
Marston et al., 2002; Rhee et al., 2003a; Rhee et al., 2001) até o presente exigem o uso de 
substratos radioativos e uma elevada quantidade de enzima pura. Além disso, exigem uma 
elevada solubilidade da enzima e das amostras o que afetam sua reprodutibilidade. Uma 
possibilidade de avaliar essa atividade de forma mais simples, eficiente, de relativo baixo custo 
e de alta sensibilidade é a ultização da enzima imobilizada em uma coluna cromatográfica 




Enzimas podem ser empacotadas em colunas e utilizadas em um sistema de fluxo 
contínuo como reatores imobilizados. Esse método não exige enzimas altamente purificadas e 
diminui a quantidade de proteínas necessárias. O mais importante é que enzimas imobilizadas 
podem ser reutilizadas inúmeras vezes seguindo um simples procedimento de lavagem e 
geralmente demonstram elevada estabilidade. Além disso, as fases estacionárias de enzimas 
podem ser utilizadas para a investigação de propriedades do inibidor enzimático como o tipo da 
inibição (competitivo, não-competitivo) e também para uma avaliação quantitativa das 
constantes de inibição (Girelli & Mattei, 2005). 
O desenvolvimento do biorreator enzimático envolve essencialmente três etapas: a 
escolha do suporte, do espaçador e a imobilização da enzima alvo (Girelli & Mattei, 2005). 
 
Síntese da silica modificada 
 
A escolha da estrutura do suporte é um importante fator na preparação do biorreator 
uma vez que determina a acessibilidade dos sítios ativos enzimáticos ao substrato. O suporte 
ideal deve ser inerte, estável e resistente a forças mecânicas. Entretanto, outras propriedades 
físicas como forma, porosidade, distribuição dos poros, capacidade de entumecer e cargas 
também são importantes, pois influenciam no processo cinético. O conhecimento do tipo de 
enzima a ser imobilizado também é importante, pois cada enzima apresenta uma estrutura 
particular que favorece certos tipos de ligação com o suporte. No caso da enzima 
acetilcolinesterase, vários tipos de suportes já foram empregados para sua imobilização 
(Bartolini et al., 2004; Bartolini et al., 2005a; Bartolini et al., 2005b; Bartolini et al., 2007; 
Gunaratna & Wilson, 1990; Salamoun & Remien, 1992). Entretanto, a sílica, um composto 
simples e de baixo custo, vem sendo utilizado como suporte permitindo as mesmas análises 
com a mesma eficácia do que os suportes mais complexos (Andrisano et al., 2001; Luckarift et 
al., 2006). 
A sílica pode ser utilizada sem modificações para a imobilização enzimática. Entretanto, 
sua modificação através da introdução de um espaçador favorece este processo, uma vez que a 
enzima pode se ligar de maneira mais estável e de forma estericamente favorável com seus 
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sítios ativos disponíveis para o processo reacional. Os agentes epoxilantes são compostos 
amplamentes utilizados para aumentar a estabilidade e a integridade de uma variedade de 
polímeros. As superfícies ativadas por grupos epóxido são muito atraentes para a imobilização 
covalente de biomoléculas. Dentro deste contexto, a modificação utilizando grupos silano-epóxi 
funcionais fornece uma superficie químicamente reativa para a imobilização covalente de 
enzima. Os grupos funcionais silanóis da sílica foram modificados através da reação com o 
reagente 3-glicidoxipropiltrimetoxisilano (GPTMS) para síntese da sílica epoxidada, resultando 
na introdução de um grupamento epóxido, suceptível a reações com os grupos nucleófilos das 
enzimas (Felix & Descorps, 1999b; Zhang et al., 2009). 
 
Empacotamento da coluna com a sílica modificada 
 
O empacotamento da coluna é uma etapa muito importante na montagem do 
biorreator enzimático. A escolha da forma de empacotamento depende do suporte escolhido 
como fase estacionária. O tamanho da partícula do suporte é o fator que determina a técnica 
que será utilizada para o empacotamento da coluna. Quanto menor o diâmetro da partícula, 
maior a pressão a ser empregada para que haja um empacotamento eficaz (Bartolini et al., 
2005b). A sílica utilizada para a montagem do biorreator apresentava um diâmetro de 
partículas entre 37 a 44 µm o que possibilitou o empacotamento a seco. Após a adição da sílica 
epoxidada no interior da coluna de aço inoxidável, foi preciso acoplar a coluna à bomba do 
equipamento de CLAE e a circulação do solvente acetona previamente seco sob fluxo de 10 
ml/min para promover o empacotamento final das particulas. Isto permitiu que as partículas de 
sílica ficassem melhor empacotadas e também possibilitou a remoção de qualquer excesso 
remanescente de 3-glicidoxipropil-trimetoxisilano (GPTMS). 
 
Imobilização da enzima acetilcolinesterase 
 
A imobilização enzimática através de ligação covalente com o suporte é um dos 
métodos mais utilizados no preparo de biorretores. Envolve a formação de ligações covalentes 
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entre os grupos funcionais presentes na superfície do suporte e os grupos funcionais dos 
resíduos de aminoáciodos da enzima. No desenvolvimento do biorreator utilizando como 
suporte a sílica epoxidada, os grupos amino dos resíduos de lisina da enzima acetilcolinesterase 
irão reagir com o grupo epóxido para fornecer uma ligação covalente carbono – nitrogênio 





























































Esquema 6. Esquema da reação entre a sílica e a substância ativadora 3-
glicidoxipropiltrimetoxisilano (GPTMS). Após a formação da sílica epoxidada ocorre a 
imobilização enzimática aqui representada pela ligação covalente entre o grupo amino 
e o grupo epóxido (Girelli & Mattei, 2005). 
 
Determinação da quantidade de enzimas imobilizadas ativamente no biorreator 
 
 Foi possível calcular a quantidade de unidades de enzimas imobilizadas no biorreator 
(35) através do monitoramento da diminuição da absorção UV-Vis da solução da enzima antes e 
depois de 24 h do procedimento de imobilização (Andrisano et al., 2001). O rendimento da 
imobilização foi de 29 %. Entretanto, era necessário determinar a quantidade de enzimas 
imobilizadas ativamentes no biorreator. Isto foi determinado pelo método descrito 
previamente, basicamente injetando o substrato no biorreator, coletando os produtos da 
hidrólise enzimática e fazendo a leitura da absorvância (412 nm) das soluções do produto 
conforme descrito por Andrisano e colaboradores (Andrisano et al., 2001). O produto da 
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hidrólise enzimática do substrato (ACTI) deve ser coletado, pois não é disponível 
comercialmente para que sua concentração possa ser determinada.  
A quantidade do ânion amarelo formado (Esquema 3) foi proporcional à concentração 
de substrato injetado de conforme o gráfico de Michaelis-Menten (Figura 11). 
 
Figura 11. Gráfico de Michaelis-Menten para a enzima AChE 
imobilizada. Taxa da reação versus a concentração de acetiltiocolina 
(ACTI). Os valores são a média de três experimentos. 
 
Para a determinação da quantidade de unidades de enzimas imobilizadas ativamente no 
biorreator bem como a concentração de saturação do substrato (Km), as taxas da hidrólise (V) 
da acetiltiocolina (ACTI) obtida a partir da injeção de concentrações crescentes de substrato 
(1,75 a 450 mM) foram plotadas versus suas respectivas concentrações. O gráfico do duplo-
recíproco ou Lineweaver e Burk de 1/V a 1/[ACTI] (Figura 12) forneceu os valores estimadoe de 




Figura 12. Gráfico de Lineweaver e Burk para a enzima AChE imobilizada. 
Os valores são a média de três experimentos. 
 
Desta forma os valores de Km e Vmax foram obtidos e a partir do valor de Vmax foi 
calculado a quantidade de unidades de enzima imobilizadas ativamente. A quantidade de 
enzimas imobilizadas ativamente no biorreator foi 27,97±3,52 unidades o que corresponde a 
uma imobilização ativa de 96,44% das enzimas presentes no biorreator. Essa porcentagem 
comprova que a metodologia para a imobilização da enzima foi eficaz. 
 
Determinação da atividade anticolinesterásica utilizando o biorreator enzimático 
 
 A fisostigmina, um inibidor reversível da enzima AChE foi utilizada para a determinação 
da atividade anticolinesterásica utilizando o biorreator enzimático. Uma solução de substrato 
(ACTI) 30 mM foi injetada em triplicata. Posteriormente, uma solução de inibidor (0,1 mM) 
contendo a mesma concentração do substrato (30 mM) foi injetada e a área do pico relativa 
integrada (Figura 10). As áreas dos picos foram comparadas entre aquelas obtidas na presença 
e na ausência do inibidor. A porcentagem de inibição enzimática foi calculada pela seguinte 
equação: 100–(Ai/A0*100); onde Ai é a área do pico calculada na presença do inibidor (Figura 
14) e A0 é a área do pico calculada na presença somente do substrato (Figura 13) (Andrisano et 





Figura 13. Cromatogramas sobrepostos do substrato ACTI (30 mM). Coluna (250 X 4,6 mm 
I.D.). FM: tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4 contendo 1,26 x10-4 M de reagente de Ellman, 
fluxo 0,5 ml/min, λ=412 nm e 37 °C. 
 
 
Figura 14. Cromatogramas sobrepostos do inibidor fisostigmina (0,1 mM). Coluna (250 X 
4,6 mm I.D.). FM: tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4 contendo 1,26 x10-4 M de reagente de 
Ellman, fluxo 0,5 ml/min, λ=412 nm e 37 °C. 
 
 No cromatograma a seguir (Figura 15) é possível comparar a redução da área dos picos 





Figura 15. Cromatogramas sobrepostos do (A) substrato ACTI (30 mM) e (B) do inibidor 
fisostigmina (0,1 mM). Coluna (250 X 4,6 mm I.D.). FM: tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4 
contendo 1,26 x10-4 M de reagente de Ellman, fluxo 0,5 ml/min, λ=412 nm e 37 °C. 
 
 Nos cromatogramas (Figura 13, 14 e 15) é possível observar o aparecimento de uma 
fonte (ombro) que antecedendo o pico cromatográfico que pode estar relacionado com o 
surgimento de espaços vazios no interior da coluna. Estes espaços ocorrem geralmente na sua 
entrada e está geralmente relacionado com duas causas. Uma delas é a compactação do 
material de empacotamento e a outra é a solubilização do material de empacotamento com 
sua consequentente lixiviação. Essa compactação ocorre mais comumente quando a coluna é 
preparada no próprio laboratório e quando ocorre alguma falha neste processo. Neste caso, 
acaba ocorrendo um rearranjo das partículas de empacotamento no interior da coluna, após a 
coluna ser preparada, fechada e colocada para uso. Com o uso, pode ocorrer um rearranjo das 
partículas e consequente formação de um espaço vazio no leito cromatográfico. Esse tipo de 
espaço formado pode ocorrer no início do leito, ou ainda caminhos preferenciais vazios podem 
ser formados ao longo dele. É importante ressaltar que as distorções causadas por espaços 
vazios afetam similarmente todos os picos do cromatograma, uma vez que as anomalias 
causadas ao fluxo atingem todas as substâncias da mistura, em conjunto, antes que elas sejam 
separadas através da coluna (Neto, 2009). 
Visando minimizar o efeito da fonte (ombro) que aparece antecedendo o pico 
cromatográfico (Figura 15), optou-se por aumentar o fluxo da fase móvel. Com isso, além de 
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Figura 16. Cromatogramas sobrepostos do substrato ACTI (30 mM) com diferentes 
fluxos (A) 0,5 ml/min), (B) 1,0 ml/min, (C) 1,5 ml/min e (D) 2,0 ml/min. Coluna (250 X 4,6 
mm I.D.). FM: tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4 contendo 1,26 x10-4 M de reagente de 
Ellman, λ=412 nm e 37 °C. 
 
 O desenvolvimento do biorreator enzimático foi baseado no trabalho publicado por 
Andrisano e colaboradores (Andrisano et al., 2001) que também utilizou enzima AChE 
imobilizada em um suporte cromatográfico utilizando a sílica epoxidada como fase estácionária. 
O biorreator utilizado neste experimento foi desenvolvido a partir de uma solução de enzima na 
concentração 1 U/ml enquanto que o outro foi desenvolvido a partir de uma solução de enzima 
3,125 U/ml. Apesar disso, o rendimento de unidade de enzimas imobilizadas foi 
proporcionalmente o mesmo 29% e 25% respectivamente, e o rendimento de enzimas 
imobilizadas ativamente também foi proporcionalmente igual 96,44% e 96% respectivamente. 
Além disso, como optou-se por uma coluna de maior comprimento (250 mm versus 50 mm) foi 
possível utilizar um fluxo maior da fase móvel e com isso o tempo de corrida para o nosso 
experimento foi menor (5 min) do que o tempo de corrida para o experimento descrito por 
Andrisano e colaboradores (Andrisano et al., 2001) (20 min) (Figura 17) o que contribuiu 





Figura 17. Cromatogramas sobrepostos de (A) substrato ACTI (30 mM), (B) substrato 
ACTI (30 mM) e donazepila ( 9 µM). Coluna (50 X 4,6 mm I.D.).FM: tampão fosfato 0,1 
M, pH 7,4 contendo 1,26 x10-4 M de reagente de Ellman, fluxo 0,1 ml/min, λ=412 nm e 





CONCLUSÕES E TRABALHOS FUTUROS 
 
Os ensaios em cromatografia de camada delgada com o reagente de Ellman e pelo 
método de Marston possibilitaram a avaliação simultânea da atividade anticolinesterásica de 
dezenove extratos simples das seguintes espécies medicinais: Pfaffia paniculata (Mart.) Kuntze 
(Amaranthaceae), Himatanthus lancifolius (Müll. Arg.) Woodson (Apocynaceae), Rauvolfia 
sellowii Müll. Arg. (Apocynaceae), Tribulus terrestris L. (Zygophyllaceae), Philodendron 
sellowianum Kunth (Araceae), Jacaranda micrantha Cham. (Bignociaceae), Fucus vesiculosus L. 
(Fucaceae), Garcinia cambogia Descr. (Clusiaceae), Wilbrandia ebracteata (Cogn.) Cogn. 
(Curcubitaceae), Discorea glandulosa Kunth (Discoreaceae), Bauhinia microstachya (Raddi) J.F. 
Macbr. (Fabaceae), Trichilia catigua A. Juss. (Meliaceae), Passiflora actinia Hook 
(Passifloraceae), Zea mays L. (Poaceae), Arundo donax L. (Poaceae), Picrasma crenata Engl. in 
Engl. & Prantl (Simaroubaceae), Anchietea pyrifolia A. St.-Hil (Violaceae), Hybanthus bigibbosus 
(A. St.-Hil.) Hassl. (Violaceae) e Phoradendron falcifrons (Hook. & Arn.) Eichler (Violaceae). 
Dentre todos os extratos avaliados, somente as espécies de P. actinia, Z. mayz e G. cambogia 
não apresentaram resultados de inibição da enzima satisfatórios.  
Os ensaios em CCD por ambos os métodos são úteis para a triagem preliminar, bem 
como permitem estabelecer uma correlação entre a atividade anticolinesterásica de 
substâncias isoladas nos extratos, como foi realizado para a espécie H. lancifolius e o alcaloide 
uleína. Ambos os ensaios permitiram a mesma interpretação, mas a visualização dos resultados 
foi favorecida no método de Marston.  
A associação dos dois ensaios (CCD e microplaca) possibilitou não somente a detecção, 
mas também a quantificação da atividade anticolinesterásica dos extratos fluidos, das frações 
líquido-líquido e da substância isolada uleína. Também permitiu a diferenciação das frações 
mais ativas obtidas das espécies H. lacifolius e R. sellowii. Essas frações ativas coincidiram com 
àquelas onde era maior a concentração de compostos nitrogenados revelados pelo corante 
Dragendorff. 
O método utilizando enzima acetilcolinesterase imobilizada mostrou-se eficiente, 
especialmente para a avaliação da substância isolada. Para estudos futuros, pretende-se 
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otimizar as etapas para o preparo do biorreator, a avaliar a atividade de extratos, frações e 
outras substâncias isoladas para a enzima aceticolinesterase, bem como para outras enzimas 
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